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RESUMO 
 
A doença de Alzheimer (DA) afeta cerca de 46,8 milhões de pessoas no mundo, e é 
caracterizada pelo declínio progressivo da função cognitiva, em especial da memória 
episódica. É multifatorial, e o acúmulo de peptídeos β-amiloides (Aβ) é considerado o 
principal mecanismo da neurodegeneração subjacente à doença. Os Aβ são os principais 
componentes das placas amilóides, um dos marcos fisiopatológicos no encéfalo dos 
pacientes. A infusão intracerebral de Aβ em ratos é um modelo animal de DA muito 
utilizado, produzindo seu acúmulo em regiões cerebrais afetadas, como o hipocampo e o 
neocórtex e, produzindo déficits cognitivos compatíveis com os sintomas, como déficits 
na memória espacial. Porém, a maioria dos estudos evidencia déficits equivalentes aos 
estágios moderado e avançado da DA após a infusão prolongada de Aβ, sem avaliar 
déficits sutis de estágios iniciais. Isso seria relevante para compreensão dos mecanismos 
fisiopatológicos e para o teste de possíveis tratamentos neuroprotetores. Uma tarefa 
utilizada para avaliar déficits relacionados à disfunção hipocampal em ratos é o labirinto 
de Barnes. Os animais são expostos a uma plataforma circular, com buracos ao redor, 
sendo apenas um deles conectado a um esconderijo. Nessa tarefa, os animais guiam-se 
por pistas distais para encontrar o local seguro. O desempenho é avaliado por parâmetros, 
como latência e distância até o alvo, número de visitas a buracos errados, dentre outros, 
e por uma análise específica de estratégias de busca usadas para atingir o alvo. O animal 
pode se localizar pelas pistas distais (dispostas ao redor do labirinto), utilizando 
informação espacial (estratégia direta) ou outros tipos de busca, visitando de maneira 
aleatória ou seriada buracos do aparato (estratégias não diretas). Essa avaliação permite a 
detecção de alterações no modo de solução da tarefa. No presente trabalho, objetivamos 
investigar sinais cognitivos iniciais da DA em ratos Wistar submetidos à infusão 
intracerebral de Aβ, e os efeitos de um potencial tratamento neuroprotetor, por meio da 
avaliação da memória espacial no labirinto de Barnes. Utilizamos o extrato alcalóide de 
Erythrina velutina (“mulungu”), cujos componentes mostram ações ansiolíticas, anti-
inflamatórias, antioxidantes e pró-colinérgicas. Na 1ª etapa, padronizamos a tarefa de 
Barnes para as nossas condições experimentais, e verificamos se há influência da 
repetição de exposições ao labirinto (importante para verificação de progressão de sinais 
cognitivos) ou da implantação das cânulas intracerebrais no desempenho dos animais. 
Animais que passaram ou não pela cirurgia para implantação de cânulas (bilateralmente 
na sub-região hipocampal CA1 e no ventrículo lateral) passaram por 5 sequências de 
exposição ao labirinto de Barnes (4 treinos com 4 trials cada, um teste após 24h e um 
teste após 10 dias). Os resultados mostraram que houve aprendizado e evocação da tarefa.  
Concluímos que a tarefa pode ser realizada repetidamente, e em animais com implantes 
cerebrais de cânulas, sem prejuízo de desempenho. Na segunda etapa, investigamos o uso 
de diferentes estratégias no labirinto de Barnes na presença ou ausência de pistas distais. 
Ratos foram expostos aos treinos no labirinto de Barnes, e no teste (24h após) parte dos 
animais foi exposta ao labirinto na presença de pistas distais (condição ‘espacial’) e a 
outra parte passou pelo teste com uma cortina preta em volta do labirinto (condição ‘não-
espacial’). Ambos os grupos aprenderam e evocaram a tarefa, entretanto os animais 
expostos às pistas distais preferiram o uso de estratégia direta, enquanto o grupo não-
espacial preferiu outras estratégias. Concluímos que a retirada de pistas distais não 
impede que os animais encontrem o alvo, e para isso utilizam estratégias de busca 
alternativas ao uso de informação espacial. Na terceira etapa (2 experimentos) 
verificamos os efeitos da infusão intracerebral de peptídeos Aβ sobre o aprendizado e a 
memória no labirinto de Barnes. No experimento 1, ratos receberam 15 infusões diárias 
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de salina ou Aβ (30, 100 ou 300 pmol) i.c.v., sendo que no 1º dia de tratamento houve 
infusões em CA1. Foram submetidos a 3 sequências de exposição ao Barnes (treinos, 
teste 24h e reteste 10 dias). A sequência I foi realizada antes da cirurgia (na qual ocorreu 
o aprendizado para todos os animais), a II a partir da 11ª infusão, e a III 10 dias depois. 
Nas sequências II e III, houve grande variação do comportamento dos animais Aβ, de 
modo que não foram observadas diferenças entre os grupos, além de uma alta mortalidade 
dos animais. Ao fim dos experimentos comportamentais, os animais foram eutanasiados 
e submetidos à imunohistoquímica para Aβ, cuja análise por densitometria ótica relativa 
mostrou aumento de sua marcação no hipocampo e neocórtex. No 2º experimento 
verificamos os efeitos da infusão de Aβ sobre o desempenho geral e estratégias de busca 
no labirinto de Barnes, com algumas alterações no protocolo de infusão e execução da 
tarefa. Os animais (salina ou Aβ 30 pmol) foram submetidos a uma sequência de 
exposição ao Barnes com 4 treinos de 2 trials cada e um teste realizado 3 dias depois, 
visando dificultar a tarefa. Não houve diferenças entre os grupos no aprendizado. No 
teste, embora os animais Aβ mostrassem alguma evocação, estes utilizaram 
preferencialmente estratégias aleatória e seriada, enquanto o grupo salina preferiu a 
estratégia direta. Concluímos que a infusão de Aβ promoveu alterações sutis na memória 
espacial compatíveis com a manifestação inicial da DA, indicando relevância para 
investigações mecanicísticas e terapêuticas em estágios precoces da doença. Na última 
etapa, animais submetidos ao mesmo tratamento de infusão com Aβ (30 pmol) foram 
tratados concomitantemente com 200 mg/kg do extrato de mulungu por via oral. Os 
grupos (salina, Amulungu e Amulungu) foram submetidos a 2 sequências de 
Barnes (a partir da 11ª infusão e dez dias depois). De forma geral, não foram observadas 
diferenças entre os grupos nos parâmetros referentes ao aprendizado ou à evocação da 
tarefa. Sendo assim, concluímos que o protocolo utilizado não foi capaz de detectar um 
efeito benéfico do extrato de mulungu no modelo de DA por infusão de peptídeos Aβ. 
 
 
Palavras-chave: Alzheimer, peptídeos beta-amilóides, memória espacial, preferência de 
estratégia, labirinto de Barnes, Erythrina velutina (mulungu). 
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ABSTRACT 
 
Alzheimer’s disease (AD) is present in 46.8 million people in the world, and is 
characterized by the progressive decline of cognition, mainly episodic memory. AD is 
multifactorial, and the accumulation of amyloid peptides (Aβ) is the main proposed 
mechanism underlying neurodegeneration. Aβ are the main components of the amyloid 
plaques in the brain, that are physiopathological hallmarks of the disease. Intracerebral 
infusion of Aβ in rats is usually used as an animal model of DA and generates the 
accumulation of these peptides in the brain together with spatial memory impairment. 
However, most studies show moderate to severe deficits after chronic Aβ infusion, 
without evaluation of possible subtle initial deficits. The study of the initial stages of AD 
is relevant for mechanicistic and therapeutic investigations. The Barnes maze has been 
used for investigating deficits in the hippocampal function in rats. The animals are 
exposed to a circular apparatus with holes in its periphery. One of the holes is connected 
to a safe place. In this task, rats navigate guided by distal cues to find this safe 
compartment. The evaluation is conduct by parameters of general performance (latency 
and distance to reach target, number of errors, among others) and by a specific analysis 
of search strategies. In this way, the animal use spatial information and move directly 
towards the target (direct strategy), visit sequential holes until reach the target (serial 
strategy) or visit holes in a non-systematic fashion until reach the target (aleatory search). 
The analysis of strategies allows the detection of alterations in the mode of solution of 
the task. In the present study, we aimed to investigate initial cognitive signs of AD in 
Wistar rats submitted to intracerebral infusions of Aβ, as well as the effects of a 
potentially neuroprotective treatment, by the evaluation of spatial memory in the Barnes 
maze. We used the alkaloid extract of Erythrina velutina (“mulungu”), which was 
previously studied for anxiolytic, anti-inflammatory, antioxidant and cholinergic actions. 
First, we standardized the task to our experimental conditions, and verified a possible 
influence of repeated expositions to the apparatus (for future long-term protocols) or of 
the implantation of the cannulas in the brain. Rats went through (or not) to implantation 
of cannulas (bilaterally in the hippocampal CA1 and in the lateral ventricle) and were 
exposed to 5 sequences of exposition to the Barnes maze (4 trainning sessions with 4 
trials each, a 24h test and a 10-day retest sessions). Both groups showed task retrieval, 
and there was a slightly improved performance in the implanted group. We concluded 
that the task can be held repeatedly, and in implanted animals, without altering the 
performance. In the second phase, we investigated the use of different strategies in the 
Barnes maze by rats submitted to the presence of absence of distal cues. Rats were 
exposed to the training phase, and in the probe session (24 h later) half the animals were 
exposed to the maze in the presence of the same distal cues used in training (spatial 
group), while the other rats went through the probe test without those cues (a black curtain 
was placed around the maze – non-spatial group). Both groups learned the task, but the 
spatial group preferred the used of direct strategies, while the non-spatial group preferred 
other strategies. We concluded that the removal of distal cues does not hinder the 
execution of the task, and the animals use alternative search modes under this condition. 
In the third phase (two experiments) we verified the effects of the intracerebral infusion 
of Aβ on the acquisition and retrieval of Barnes task. In experiment 1, rats received 15 
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daily i.c.v. infusions of saline or Aβ (30, 100 or 300 pmol) plus bilateral CA1 infusions 
in the first day, and were exposed to 3 sequences of Barnes task (training, 24h test and 
10-day retest in each sequence). Sequence I was held before surgery (all the animals 
learned the task), II started at 11th infusion and III started 10 days after II. The behavior 
of the Aβ-treated animals varied greatly at sequences II and III, and hence no differences 
were observed. There was high mortality due to treatment. At the end of the behavioral 
sessions, saline and Aβ 30pmol groups were euthanized for Aβ immunohistochemistry. 
The analysis by relative optical density showed increased Aβ staining in the hippocampus 
and neocortex. In experiment 2 we investigated the effects of Aβ (30 pmol) infusion on 
the search strategies in the Barnes maze. Animals went through one sequence of Barnes 
task (4 trainings with 2 trials each and a 3-day test, in order to increase difficulty). In the 
probe test, although Aβ animals showed some retrieval, they showed preference for non-
spatial strategies, opposed to saline-treated rats. We concluded that Aβ infusion induced 
subtle alterations in spatial memory, compatible with the initial stages of AD, which is 
relevant for investigations of potential neuroprotective approaches. In the last stage, 
animals submitted to the same infusion protocol described above were concomitantly 
treated orally with 200 mg/kg of E. velutina (mulungu) extract and went through 2 Barnes 
task sequences. In general, no differences were observed among the groups in acquisition 
or retrieval. Thus, we concluded that the protocol used here was not able to detect a 
beneficial effect of mulungu extract in the Aβ infusion AD model.  
 
 
Keywords: Alzheimer's disease, beta amyloid peptides, spatial memory, strategy 
preference, Barnes maze, Erythrina velutina (mulungu), cholinesterase. 
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1. Introdução 
 
1.1 Doença de Alzheimer 
 
A doença de Alzheimer compreende aproximadamente 70% dos casos de 
demência (Fratiglioni, et al. 1999, Small, et al. 1997). A prevalência cresce 
exponencialmente com a idade, atingindo aproximadamente 3% em torno dos 70 anos até 
quase 50% acima dos 85 anos (Zhu & Sano, 2006). A etiologia do Alzheimer é 
multifatorial. Complexas relações entre vários fatores, tais como: histórico familiar, 
traumas (Graves, et al. 1990, McKee, et al. 2009), genética (APP, presenilinas 1 e 2, 
APOE 4), sexo feminino, baixo nível educacional (Katzman, 1993, Beard, et al. 1992, 
Bonaiuto, et al. 1995, Butler, et al. 1996), hiperlipidemia, hipertensão, homocisteínemia, 
diabetes melitos, obesidade (Barnes & Yaffe, 2011, Rosendorff, et al. 2007, Sharp & 
Gatz, 2011, Van Den Heuvel, et al. 2007) conduzem à doença. Entretanto, o principal 
fator contribuinte é o avanço da idade (Farlow, 2007). O Alzheimer afeta cerca de 46,8 
milhões de pessoas em todo o mundo (World Alzheimer Report, 2015). 
O Alzheimer é a principal doença neurodegenerativa ligada ao envelhecimento, e 
é caracterizada pelo declínio progressivo da memória episódica recente e da função 
executiva (LaFerla & Oddo, 2007, Tarawneh & Holtzman, 2012). A variabilidade 
sintomatológica depende de fatores contribuintes, como idade de início, histórico familiar 
e aparecimento de sintomas não-cognitivos, entre eles alterações motoras e 
comportamentais, por consequência, conduz à elevada variabilidade na progressão e 
sobrevivência (Tarawneh & Holtzman, 2012). A maioria dos casos de Alzheimer é 
esporádico, idade-dependente e de início tardio (Hebert et al., 2003). 
Desde a primeira descrição da demência senil por Alois Alzheimer em 1907, 
placas senis e emaranhados neurofibrilares são considerados os marcadores patológicos 
da doença (Alzheimer et al. 1987, Maurer et al., 1997, Newell, et al. 1999). A 
identificação de peptídeos beta-amilóides ou Aβ (Glenner & Wong, 1984), além dos 
estudos de mutações em APP (Goate, et al. 1991, Levy-Lahad, et al. 1995, Sherrington, 
et al. 1995) e nos genes presenilinas 1 e 2 (Levy-Lahad, et al. 1995, Sherrington, et al. 
1995), estão presentes na maioria dos casos precoces familiares (Goate, et al. 1991, Levy-
Lahad, et al. 1995, Giasson, et al. 2003), o que levou à formulação da hipótese da cascata 
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amilóide para explicar a causa do Alzheimer.  Ela propõe que a geração, deposição e 
acúmulo de Aβ é anterior à formação de placas e emaranhados (Selkoe, 1991, Hardy & 
Allsop, 1991, Hardy & Higgins, 1992). 
O principal componente das placas beta-amilóides é o polipeptídeo Aβ (Masters, 
et al. 1985, Glenner & Wong, 1984), proveniente da proteína precursora amilóide (APP). 
Várias funções têm sido descritas ao ectodomínio de APP, incluindo propriedades 
neuroprotetoras (Anliker & Muller 2006, Zheng & Koo 2006). Suas mutações ocorrem 
próximas aos sítios de processamento de secretases contribuindo para um ganho de 
função por mecanismo de toxicidade, conduzindo assim, ao aumento dos níveis de 
fragmentos Aβ neurotóxicos (Serrano-Pozo, et al. 2011). A atividade da β-secretase é o 
passo limitante da via amiloidogênica, e processa cerca de 10% da APP celular. Os outros 
90% são clivados pela α-secretase (metaloproteases), compreendendo a via não-
amiloidogênica, formando produtos solúveis e neuroprotetores (sAPP) e reduzindo a 
produção de Aβ (VanMarum, 2008). A -secretase também cliva o produto da clivagem 
da -secretase, gerando elementos citosólicos com papel na transdução de sinais (Cao & 
Sudhof, 2001, Gao & Pimplikar, 2001, Kimberly, et al. 2001, Hardy & Selkoe, 2002).  
Os peptídeos Aβ 1-40 são mais abundantes, compreendendo de 80 a 90% da 
quantidade de peptídeos, os quais têm baixa propensão a agregação (Zou et al., 2002). 
Por outro lado, Aβ 1-42 mesmo produzida em baixas concentrações, entre 5 e 10%, tem 
maior tendência a formação de oligômeros, protofibrilas e fibrilas, sendo considerado 
determinante na formação das placas (Walsh & Selkoe, 2007, Selkoe, 2001, Hamaguchi, 
et al. 2009, Philipson, et al. 2009, Tomiyama, et al. 2010, LaFerla & Duff, 2011). A 
presença dessas formas de Aβ prejudicam a plasticidade sináptica e a memória 
(McDonald et al., 1994, Walsh et al., 2002, Cleary et al., 2005, Townsend et al., 2006, 
Shankar et al., 2007, 2008, Balducci et al., 2010) sugerindo serem mediadoras da 
disfunção neuronal em estágios precoces da doença (Selkoe, 2002). Todos esses achados 
falam em favor da hipótese da cascata amilóide (Hardy & Allsop, 1991). 
Tem-se iniciada uma nova fase na pesquisa da doença, no sentido de identificar 
mudanças sutis cognitivas e biológicas que antecedam o seu curso clínico, permitindo que 
intervenções terapêuticas sejam introduzidas antes que o declínio não possa ser 
interrompido (Langbaum et al., 2013, Reiman & Langbaum, 2009, Reiman et al., 2010, 
2011, Bateman et al., 2011, Aisen et al. 2011). Nesse intuito, as alterações 
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neuropatológicas decorrentes de disfunções neuronais podem ser identificadas cerca de 
uma a duas décadas antes dos sintomas clínicos pronunciados (Price & Morris 1999, Jack 
Jr. et al., 2010, 2013, Fleisher et al., 2012).  
A cascata patológica da doença se inicia devido à deposição de peptídeos Aβ em 
agregados oligômeros ou fibrilares (McLean et al., 1999, McDonald et al., 2010, 
Fukumoto et al., 2010, Lesné et al., 2013). Permanece para ser solucionado se a 
neurodegeneração depende dos estados conformacionais dessas e outras proteínas, uma 
vez que várias evidências sugerem que os agregados menores e oligômeros solúveis são 
mais patogênicos que os agregados fibrilares, ordenados e insolúveis (Morris et al., 2011, 
Winner et al., 2011). Oligômeros Aβ solúveis são tóxicos aos neurônios e causam déficits 
na potenciação de longo prazo (Walsh, et al. 2002, Kayed, et al. 2003), provando que 
conduzem o progresso da doença mais que os depósitos. Análises bioquímicas e 
sequênciais revelam que a toxicidade dos fragmentos amilóides se inicia, aparentemente, 
com a formação fibrilar (Glenner & Wong 1984, Masters, et al. 1985).  
Os eventos moleculares desencadeantes da cascata patológica incluem 
anormalidades neuríticas e sinápticas (Scheff, et al. 1990, 2006, 2007, DeKosky & Scheff, 
1990, Terry, et al. 1991, Masliah, et al. 1993, Scheff & Price, 1993, Gomez-Isla, et al. 
1996, Gomez-Isla, et al. 1997, Knowles, et al. 1999) decorrentes da toxicidade de Aβ 
(Walsh & Selkoe, 2007), causando alterações, tais como, disfunção na potenciação de 
longo prazo (Walsh, et al. 2002, Kayed, et al. 2003 e no transporte axonal (Suzuki & 
Terry, 1967, Praprotnik, 1996, Smith & Perry, 1997), estresse oxidativo (Perry, et al. 
2002, Castellani, et al. 2004, Nunomura, et al. 2006), interrupção da homeostase 
intracelular do cálcio (Praprotnik, et al.1996, Bosman, et al.1991, Nitsch, et al. 1992, 
Roth, et al.1995) e disfunções mitocondriais (Decker et al., 2010, Du et al., 2008, 
Querfurth & LaFerla, 2010, Sheng & Cai, 2012).  
Nesse sentido, em indivíduos com Alzheimer, prejuízos em interneurônios 
inibitórios e oxidação de glutamina sintetase, produzem um excesso de glutamato, que 
por sua vez, causa ativação excessiva de receptores NMDA, tendo como consequência 
toxicidade e degeneração neuronal, parecendo ter, também, um papel destacado na 
cascata patogênica (Meilandt, et al. 2008, Palop & Mucke, 2009, Palop & Mucke, 2010, 
Sanchez-Mejia, et al. 2008, Verret, et al. 2012). Esses mecanismos potenciais provocam 
mudanças na distribuição ou atividade de neurotransmissores e moléculas de sinalização 
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relacionadas (Jo, et al. 2011, Li, et al. 2011, Palop & Mucke, 2010, Renner, et al. 2010, 
Rönicke, et al. 2011).  
Tais manifestações neuropatológicas se dão, principalmente, nas regiões 
hipocampal e entorrinal (Dickerson et al., 2001, Johnson et al., 2012), acometendo a 
memória episódica (Resnick et al., 2010, Storandt et al., 2009, Ellis et al., 2013, Lim et 
al., 2013). A perda de sinapses e complexidade dendrítica é melhor correlacionada ao 
declínio cognitivo que a morte neuronal per se (Tanzi, 2005, Palop et al., 2007), 
apresentando-se em estágio precoce da doença (Marchetti & Marie, 2011, Palop & 
Mucke, 2010). 
O prejuízo inicial na memória episódica característico da doença é explicado pelo 
acometimento do lobo temporal medial pela degeneração neurofibrilar. O próximo 
acometimento atinge as áreas de associação no isocórtex gerando disfunção executiva 
(córtex pré-frontal), apraxias (córtex parietal), déficits visuoespaciais (córtex occipito-
temporal) e de memória semântica (córtex temporal anterior), caracterizando o quadro 
demencial. Em contraste, o envolvimento tardio de áreas motoras, sensoriais e isocorticais 
visuais pode explicar o relativo déficit nessas áreas, muitas vezes não visualizado por 
grande parte do curso da doença (Hyman, et al. 1984, Arnold, et al. 1991, Braak & Braak, 
1991). Além disso, o hipocampo, o subículo e CA1 mostram maior quantidade de achados 
característicos da doença (placas amilóides, emaranhados neurofibrilares e degeneração 
granulovascular) que outras regiões da formação hipocampal (Hirano & Zimmerman, 
1962, Ball, 1978, Wilcock & Esiri, 1982). A vulnerabilidade seletiva pode ser mediada 
pela citoarquitetura e circuitos locais (Hyman, et al.1984, Hyman, et al.1986). Ainda é 
ponto de investigação, no entanto, se os emaranhados neurofibrilares e as placas β-
amilóides são marcadores patológicos de dano ou constituem uma resposta 
neuroprotetora aos danos decorrentes da demência (Serrano-Pozo, et al. 2011).  
As características visualizadas na condição humana patológica são evidenciadas 
em modelos animais (Huang & Mucke, 2012), mesmo sem formação de placas (Hsia et 
al. 1999), interferindo nos processos de aprendizado, memória e outras funções 
cognitivas. Attar e colaboradores (2013) demonstraram que o modelo triplo transgênico 
de Alzheimer (Oddo, et al. 2003) apresenta déficits no desempenho de um protocolo curto 
(5 sessões por treino, durante 4 dias) no labirinto de Barnes, havendo tanto o aumento do 
número de erros, quanto a latência para atingir o esconderijo, quando comparados a 
camundongos selvagens. Outros trabalhos também têm utilizado o labirinto de Barnes 
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como tarefa espacial em modelos de Alzheimer (O’Leary & Brown, 2009, Rodriguez, et 
al. 2013, Larson, et al. 2012, Walker, et al. 2011, Ambree, et al. 2009). 
Simultaneamente, várias pesquisas usam grupamentos sintéticos pré-fibrilares de 
A provando sua atividade sinaptotóxica (Lambert, et al. 1998, Klein, et al. 2001, Klein, 
2002, Walsh, et al. 2002, Walsh & Selkoe, 2004, Glabe, 2005, Lesne, et al. 2006, 
Townsend, et al. 2006, Lacor, et al. 2007, Klyubin, et al. 2008, Shankar, et al. 2008, 
McDonald, et al. 2010, Pham, et al. 2010). Lambert e colaboradores (1998) averiguaram 
pela primeira vez que formas fibrilares solúveis peptídicas eram neurotóxicas, havendo 
morte neuronal causada pelo bloqueio de LTP em culturas (Lambert, et al. 1998, Wang, 
et al. 2004). Apoiando esses achados, a injeção intracerebroventricular de oligômeros 
derivados de culturas celulares que expressam APP humana mutada, em ratos saudáveis 
causou inibição da LTP hipocampal (Walsh, et al. 2002) e prejuízo à memória (Cleary, et 
al. 2005). A administração de fatores restauradores como neurotrofinas ou antioxidantes 
poderia reverter ou retardar a injúria ocasionada sobre neurônios e suas sinapses (Selkoe, 
2011).  
Na tentativa de mimetizar a progressão lenta da doença, estudos usaram a infusão 
contínua intracerebral de Aβ causando neurodegeneração e prejuízo em aprendizado e 
memória (Flood, et al. 1991, Pepeu, et al. 1996, Nabeshima & Itoh, 1997a, 1997b, 
Yamada, et al. 1999a). Nitta, et al. (1994) mostraram que a infusão contínua e diária de 
300 pmol de Aβ 1-40 prejudicou a memória de referência espacial, na tarefa de labirinto 
aquático de Morris, além de déficit na esquiva passiva, acompanhados por sutil, mas 
significante redução da atividade acetilcolina-transferase no hipocampo. O acúmulo de 
Aβ 1-40 foi visto por meio de imunohistoquímica no hipocampo e córtex após 14 dias de 
infusão (Nabeshima & Nitta, 1994, Nitta, et al. 1994). Outros estudos verificaram os 
efeitos da infusão intracerebroventricular contínua de Aβ 1-42, em ratos, no labirinto 
aquático de Morris e revelaram prejuízo significante na memória espacial e de trabalho 
(Nitta, et al. 1994, 1997, Yamada, et al. 1999b, 1999c). Foi também demonstrada pela 
diálise in vivo que a liberação de acetilcolina, no córtex e hipocampo, é significativamente 
reduzida pela infusão contínua de Aβ 1-40 em ratos (Itoh, et al. 1996).  
Nakamura e colaboradores (2001) realizaram infusão intracerebroventricular de 
Aβ 1-42 em ratos, durante três dias e, posteriormente, avaliaram prejuízos cognitivos e 
neuroquímicos (redução de acetilcolina-transferase no hipocampo e estriado) após 20 e 
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80 dias. Como resultados, foi verificado déficit nas tarefas de alternação espontânea 
(memória operacional), labirinto aquático de Morris (memória espacial) e esquiva passiva 
(memória de longo prazo não-espacial), de forma dose e tempo-dependentes, sugerindo 
o efeito progressivo da disfunção. 
Takeda e colaboradores (2009) validaram o uso de Aβ 1-40 como modelo para 
sintomatologia e fisiopatologia do Alzheimer. O modelo aborda a validade de face, de 
constructo e preditiva em camundongos. A validade de face corresponde à similaridade 
fenomenológica do modelo, cujos comportamentos devem ser correlacionados aos 
sintomas da demência, averiguada em experimentos que envolveram a administração de 
Aβ 1-40, intracerebroventricular, em camundongos, submetidos ao labirinto aquático de 
Morris. Os animais que tiveram a administração realizada antes do treino exibiram 
prejuízo na aquisição após seis dias de administração, mas quando injetados antes do 
teste, não apresentaram déficit na recordação. Esses dados aproximam o modelo dos 
déficits na memória episódica anterógrada no Alzheimer inicial (Granholm & Butters, 
1988, Martin, et al. 1985, Weingartner, et al. 1983). A validade de constructo refere-se às 
semelhanças entre os mecanismos causadores do modelo e da demência. Nesse estudo, 
há aproximação da hipótese da cascata amilóide com consequente disfunção colinérgica 
(Hardy & Higgins, 1992) e atrofia inicial dos lobos temporais mediais (Fox, et al. 1996, 
Jack Jr., et al. 1999), sendo a disfunção hipocampal ocasionada por Aβ. A validade 
preditiva se refere à habilidade do modelo permitir predições corretas sobre o fenômeno 
humano, por exemplo, a identificação preditiva de agentes terapêuticos. O 
anticolinesterásico galantamina, correntemente usado no tratamento do Alzheimer 
melhorando seus sintomas (Raskind, et al. 2000, Tariot, et al. 2000, Wilcock, et al. 2000), 
foi testado nos animais infundidos com Aβ 1-40 havendo preservação da memória na 
tarefa do labirinto aquático. No entanto, não foram observadas placas, depósitos de tau 
ou perda neuronal no modelo, o que pode sugerir ser necessário um maior período de 
tempo após administração de A, exposição contínua ou mesmo a presença de Aβ 1-42 
para verificação desses achados, conforme outros estudos (Van Dam & De Deyn, 2006, 
Yamada & Nabeshima, 2000). O modelo de infusão da Aβ tem provado sua aproximação 
aos sintomas do Alzheimer e apoia estudos posteriores para o desenvolvimento de novos 
agentes terapêuticos (Takeda, et al. 2009). 
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Não obstante os modelos animais serem incapazes de reproduzir todas as 
características (comportamentais, cognitivas, bioquímicas e histopatológicas), os achados 
neles obtidos se aproximam da doença em humanos (Tarawneh & Holtzman 2009, Huang 
& Mucke, 2012). Sendo assim, mostram-se adequados a elucidações mecanicistas, 
genéticas e farmacológicas (Yamada & Nabeshima, 2000), sobremaneira em estudos de 
estágios precoces. Dessa forma, modelos animais que mimetizem achados de déficits 
cognitivos compatíveis com a sintomatologia do Alzheimer, especialmente no que se 
refere aos sinais iniciais, são imprescindíveis para investigações de novos agentes 
neuroprotetores ou terapêuticos. Para esse fim, as tarefas cognitivas utilizadas para avaliar 
os déficits em modelos animais devem propiciar a detecção de alterações sutis em 
aspectos relevantes para a doença, como por exemplo a memória espacial. 
 
1.2 Memória espacial no labirinto de Barnes 
 
A memória espacial pode ser tida como um tipo de memória episódica (Olton, 
1979) que é responsável pelo reconhecimento, codificação, estocagem e recordação de 
informações quanto a disposição de objetos em um meio ou quanto ao estabelecimento 
de rotas (Kessels et al., 2001). A estocagem de longo-prazo de informações espaciais é 
tida como memória de referência espacial (Olton, 1979). O arcabouço cognitivo 
responsável pela memória espacial é altamente vulnerável ao declínio decorrente da idade 
(Park et al., 1982, 1983, Evans et al., 1984, West et al., 2002) e a doenças 
neurodegenerativas (Possin, 2010). O hipocampo é a estrutura responsável pela formação 
de memórias declarativas e episódicas (Scoville & Milner, 1957, Clayton & Dickinson, 
1998, Squire et al., 2004, Eichenbaum et al., 2007), que podem ser estudadas por meio de 
tarefas espaciais (Moser et al., 1993, Moser et al., 1995, Morris et al., 1982, Barnes, 1979, 
Zhang et al. 2002).  
No hipocampo, existem as chamadas células de lugar, dispostas em sub-regiões 
específicas, apresentando características diferenciais correspondentes. Em conjunto, 
essas células formam mapas cognitivos do meio onde o animal se move (O’Keefe & 
Nadal, 1978). O papel do hipocampo no aprendizado e memória espacial foi bem 
estabelecido por estudos de lesões e eletrofisiológicos (Brandeis et al. 1989, Buzsaki & 
Moser 2013, Whitlock et al. 2006). O córtex entorrinal também apresenta papel no 
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mapeamento espacial (Leutgeb et al. 2005), estabelecendo comunicação com o 
hipocampo (Hafting et al. 2005, Leutgeb et al. 2005). 
A navegação alocêntrica refere-se à habilidade de usar pistas distais dispostas no 
ambiente para guiar-se espacialmente, ficando a cargo do hipocampo e córtex entorrinal 
(Shrager et al. 2008, Buzsaki & Moser 2013). Enquanto a navegação do tipo egocêntrica 
utiliza parâmetros internos para localização no espaço, criando uma rota de execução, ou 
seja, o caminho é decorrente da aplicação de regras e hábitos aprendidos, cuja rede neural 
responsável é estriatal e a memória é classificada como procedural (van Strien et al., 
2009). Doenças neurodegenerativas impactam a cognição espacial, refletindo na 
execução de navegação alocêntrica e egocêntrica (Possin, 2010). Sutis declínios na 
navegação espacial podem ser verificados no curso inicial do Alzheimer, como já 
visualizado em modelo animal transgênico com dano hipocampal, o qual mostrou 
prejuízo no uso de pistas distais na tarefa de Morris (Deipolyi et al., 2008), bem como em 
testes de realizada virtual com humanos, o que sugere que a vunerabilidade da navegação 
alocêntrica (Bohbot et al., 2007; Cushman et al., 2008; Ishii et al., 2005). 
O labirinto de Barnes foi originalmente desenvolvido por Carol Barnes para ratos 
senescentes (Barnes, 1979), servindo ao estudo de memórias de referência espacial e 
memória de procedimentos, dependendo do delineamento executado (Sunyer et al. 2007). 
O labirinto de Barnes apropria-se das características etológicas de roedores da evitação 
dos ambientes abertos e luminosos, motivando-o à procura de ambientes fechados e 
seguros, além de não necessitar de manipulações prévias como restrição alimentar ou 
ainda a exposição a estímulos muito aversivos como choque ou imersão em água para 
realizar uma tarefa (Barnes, 1979, Holscher, 1999, Miyakawa et al., 2001). 
Os roedores são expostos a uma plataforma circular, acima do nível do chão, com 
buracos ao redor, no qual apenas um deles apresenta um local seguro. No intuito de 
aumentar a motivação dos animais para exploração, são dados leves estímulos de reforço 
negativo como luz, som ou jatos de ar. A plataforma original desenvolvida por Barnes 
tinha como dimensões o diâmetro de 1,22m, 18 buracos na periferia com 9,5cm de 
diâmetro cada. O perímetro circular era elevado do chão distando 91cm. A caixa 
elaborada como esconderijo apresentava 18cm de diâmetro (Barnes, 1977). O labirinto 
de Barnes constitui uma tarefa de referência espacial, no qual os animais são guiados por 
pistas distais para encontrar o local seguro por livre exploração (Sunyer et al. 2007). O 
protocolo típico do Barnes segue as fases de habituação, aquisição e teste. A memória é 
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avaliada por uma série de parâmetros incluindo porcentagem de tempo no quadrante alvo, 
número de erros, latência e distância até o alvo, além de análises de perfis de busca usados 
para atingir o alvo, definidos por estratégias espacial/ direta, seriada ou aleatória (Sunyer 
et al. 2007, Harrison et al. 2006, O’Leary & Brown, 2009, 2012, O’Leary, 2011, Bach et 
al. 1995, Barnes, 1979). 
O labirinto de Barnes pode ser utilizado para estudar o prejuízo na memória 
espacial em modelos de Alzheimer (Attar et al. 2013, O’Leary & Brown, 2009, Pompl et 
al. 1999). Animais transgênicos portadores de genes mutantes para APP e PS1 são 
potenciais modelos de Alzheimer, apresentando características da doença em início 
precoce, inclusive apresentando elevados níveis dos principais peptídeos produzidos, A 
1-40 e A 1-42 (Minkeviciene et al. 2008, Jankowsky, 2004). Estudos no labirinto de 
Barnes com o modelo triplo transgênico de Alzheimer (O’Leary & Brown, 2009) 
evidenciaram diferenças do controle antes da idade de 6 meses, que a literatura aponta 
como necessária para identificação do prejuízo cognitivo. Os animais transgênicos aos 4 
meses de idade, já tiveram seus prejuízos cognitivos determinados na tarefa de Barnes, 
utilizando um protocolo curto de sessões de treino (5 trials) em comparação a protocolo 
extenso (15 trials), o qual não foi capaz de evidenciar diferenças entre os grupos. Esse 
estudo indica que o correto delineamento experimental, reduzindo o reforço no 
aprendizado pode revelar diferenças sutis precocemente (Pompl et al. 1999, Attar et al. 
2013). A repetida exposição ao aprendizado pode mascarar déficits, gerando uma 
associação geral a forma de executar a tarefa em aprendizado subsequentes, constituindo 
um aprendizado da regra geral (Reiserer et al., 2007).  
Em conjunto, esses dados da literatura apontam o uso do labirinto de Barnes como 
tarefa espacial para avaliar o declínio cognitivo em modelos animais de Alzheimer, 
servindo para investigar as alterações comportamentais e moleculares de intervenções 
indutoras ou terapêuticas. 
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1.3 Erythrina velutina 
 
Erythrina velutina é uma árvore de grande porte (6-10m), popularmente chamada 
“mulungu”. Sua ocorrência se dá ao longo da costa norte e nordeste do Brasil. Devido a 
suas propriedades sedativas e calmantes, é usada tradicionalmente na medicina popular 
para estados de agitação, ansiedade, insônia, convulsões e tosse nervosa (Dantas, et al. 
2004, Santos, et al. 2012a). O extrato de caule na forma de pó (12g/dia), infusão ou 
decocção (1-2 xícaras por dia) ou extrato fluido (1-4ml/dia) compõem a posologia 
principal da medicina popular (Teske & Trentini, 1995, Matos, 1997), entretanto essa 
extração põe em risco a sobrevivência da espécie (Dantas, et al. 2004, Santos, et al. 
2012a). Por isso, vários trabalhos têm sido feitos usando o extrato das folhas, que também 
exibem tais efeitos (Dantas, et al. 2004, Marchioro, et al. 2005), além de não mostrarem 
toxicidade aguda nas doses acima de 5g/kg (Craveiro et al., 2008). Pesquisas mostraram 
em sua composição a presença de alcalóides e flavonóides (McKee, et al.1997, Garcia-
Mateos, et al. 1981, Kòbaiashi, et al. 1997, Telikepalli, et al. 1990, Hegde, et al. 1997). 
Em contraposição, verifica-se escassez de estudos farmacológicos sobre seus efeitos 
(Dantas, et al. 2004). Estudos fitoquímicos revelaram a presença de lecitinas (Oliveira, et 
al. 1998), alcalóides (Folkers & Shavel, 1951) e flavonóides (Da Cunha, et al. 1996) no 
extrato hidroalcoólico do caule de Erythrina velutina. Já o extrato aquoso das folhas de 
E. velutina, quando analisado em cromatografia de camada fina, exibe como 
constituintes, além dos flavonóides e alcalóides já citados, fenóis, taninas, antocianinas, 
xantonas, esteróides, triterpenos, saponinas e cumarinas (Matos, 1997). 
Camundongos tratados com extrato bruto de folhas de E. velutina, em baixas 
doses, 10 e 50mg/kg, intraperitonealmente, não reduziram a atividade motora em campo 
aberto quando comparados aos controles. Já na dose de 200mg/kg, houve redução do 
número de cruzamentos e grooming. Após três dias de habituação ao campo aberto, 
também reduziu o número de rearings, e esta foi considerada uma medida de retenção à 
prévia exposição. No modelo do sono induzido por fenobarbital (Carlini, et al. 1986), os 
animais mostraram potenciação na sedação de forma dose-dependente (10, 100, 
300mg/kg). Ratos Wistar tratados com 10mg/kg exibiram bloqueio da aquisição da 
esquiva passiva step-through, quando comparados aos controles. Assim, doses superiores 
a 50mg/kg foram capazes de diminuir a atividade locomotora, enquanto doses baixas 
(10mg/kg) bloqueiam a habituação e a retenção na esquiva inibitória. Tais resultados 
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levaram à conclusão de que baixas doses interferem em processos mnemônicos, ao 
mesmo tempo em que elevadas doses, causam efeitos sedativos ou bloqueadores 
neuromusculares (Dantas, et al. 2004). Foi demonstrado que extratos alcalóides de 
espécies de Erythrina possuem propriedades bloqueadoras neuromusculares (Lehman, 
1937, Megirian, et al. 1995), o que pode explicar resultados de decréscimo na atividade 
locomotora. Vianna, et al. (2001) relatou que a memória para a habituação e esquiva 
inibitória são processadas no hipocampo e córtex entorrinal, podendo ser alvos do extrato 
no sistema nervoso central. Nesse sentido, estudos com fatias cerebrais hipocampais e 
extrato alcoólico de folhas de E. velutina interromperam potenciais pós-sinápticos 
excitatórios (Sarasqueta, et al. 2002). 
Flausino, et al. (2007) verificou a redução ansiedade em camundongos submetidos 
a alcalóides isolados de Erythrina mulungu, após administração aguda. O extrato 
administrado agudamente aumentou a latência de esquiva no labirinto e na caixa claro-
escuro, de forma similar ao diazepam (Onusic, et al. 2002, 2003). Outros experimentos 
envolvendo a administração aguda (100, 200 e 400mg/kg, o.p.) e crônica (21 dias, 50, 
100, e 200 mg/kg, o.p.) do mesmo extrato mostraram efeito ansiolítico no labirinto em 
cruz elevado, mas não houve diferença entre os grupos tratados e o grupo controle na 
locomoção em campo aberto, indicando que os efeitos ansiolíticos não estão relacionados 
à sedação. Ao mesmo tempo, não foram vistas diferenças quanto à imobilidade em 
animais tratados, fosse administração aguda ou crônica, no teste de nado forçado, 
excluindo uma ação antidepressiva dos extratos, sem haver ainda, hipolocomoção. 
No estudo de Raupp e coautores (2008), camundongos foram tratados, oralmente, 
com doses agudas ou crônicas (23-26 dias) do extrato hidroalcoólico do caule de E. 
velutina. Os animais que receberam 100mg/kg, cronicamente, aumentaram o número de 
entradas nos braços abertos no labirinto em cruz elevado, indicando efeito ansiolítico. O 
teste do nado forçado não identificou efeito antidepressivo do extrato, em qualquer dose 
ou forma de tratamento. Em contrapartida, houve prejuízo da habituação, tida como uma 
memória não-associativa, nas doses de 10mg/kg (aguda) e 50mg/kg (crônica). Tais 
achados apoiam os efeitos ansiolíticos da E. velutina, já evidenciados em outros estudos 
com espécies do gênero (Ribeiro, et al. 2006, Onusic, et al. 2002, Onusic, et al. 2003, 
Flausino, et al. 2007) e, em baixas doses, amnésicos (Dantas et al. 2004, Raupp, et al. 
2008). 
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A inibição de acetil e butirilcolinesterases foi avaliada em cérebros de 
camundongos, in vitro e ex vivo, com a administração de extratos aquoso e alcalóide de 
E. velutina. Para a atividade in vitro, os cérebros foram submetidos a concentrações de 0 
a 1,6mg/ml dos extratos, resultando na inibição de ambas as colinesterases, diretamente 
dependente da dose. Os camundongos tratados com doses de 100, 200 ou 400mg/kg, 
oralmente, para avaliação ex vivo, mostraram que somente a dose mais elevada do extrato 
aquoso (400mg/kg) foi capaz de inibir a atividade das colinesterases, por outro lado, todas 
as doses do extrato alcalóide causaram a inibição, também mostrando atividade dose-
dependente. As diferenças entre os resultados usando extrato aquoso ou alcalóide apoiam 
ser a fração alcalóide a responsável pela inibição colinesterásica (Santos, et al. 2012a). 
Tanto a acetilcolinesterase, quanto a butirilcolinesterase hidrolisam acetilcolina 
em vertebrados, diferindo em suas cinéticas, bem como expressão e atividade em 
diferentes áreas cerebrais. A butirilcolinesterase tem sua produção elevada ao longo do 
tempo, enquanto a atividade de acetilcolinesterase se reduz com o avanço do Alzheimer. 
Por isso, agentes terapêuticos que ajam sobre ambas as enzimas podem ter eficácia 
superior àqueles que possuem atividade colinesterase seletiva (Lane, et al. 2006). 
Verificando as proporções epidemiológicas do Alzheimer, vemos que não há agentes 
terapêuticos eficazes em impedir a progressão da doença, portanto, novas drogas com 
maior eficiência e segurança são necessárias (Ballard, et al. 2011). Vários fitoterápicos 
têm sido pesquisados por suas propriedades colinesterásicas, entre eles: Melissa 
officinalis L. (Lamiaceae), Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae) e Salvia officinalis L. 
(Lamiaceae), promovendo alívio dos sintomas demenciais (Akhondzadeh, et al. 2003a,b, 
Mukherjee, et al. 2007, Weinmann, et al. 2010). 
A regulação de acetilcolina se mostra como fator importante para doenças 
degenerativas, a exemplo, o Alzheimer, cuja manifestação clínica se dá por distúrbios de 
memória e outras funções cognitivas. Portanto, a inibição da colinesterase é o principal 
alvo terapêutico hoje em dia, permitindo a elevação extracelular de acetilcolina (Ballard, 
et al. 2011). Os potentes agentes terapêuticos usados atualmente, rivastigmina e 
galantamina, são anticolinesterásicos com constituição alcalóide (Ballard, et al. 2011). 
Outros fitoalcalóides estão sendo testados para o tratamento do Alzheimer, por exemplo, 
o alcalóide quinolizidina, huperzine-A, isolado de Huperzia serrata e Huperzia 
dalhousieana, Huperziaceae (Wang, et al. 2006, Ahmed, et al. 2013). Além disso, o indol 
alcalóide natural, a fisostigmina, foi usado para o desenvolvimento do inibidor 
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colinesterásico sintético de mesmo nome (Pulok, et al. 2007). Diante disso, tendo as 
folhas de E. velutina elevado conteúdo de alcalóides, podem ser considerados agentes 
potenciais para o desenvolvimento de anticolinesterásicos (Santos, et al. 2012a).  
Um experimento ex vivo foi conduzido para avaliar a ação do extrato sobre o 
sistema nervoso central, após administração oral, o que evidenciou sua passagem pela 
barreira hematoencefálica. Dessa maneira, o uso potencial dos extratos como inibidores 
centrais de ambas acetilcolinesterases foi proposto (Santos, et al. 2012a). Além disso, 
estudos prévios mostrando efeitos sedativos e ansiolíticos de extratos das folhas de E. 
velutina (Dantas, et al. 2004, Marchioro, et al. 2005) reforçam ainda mais seu uso como 
terapêutica para o Alzheimer, já que a agitação e a ansiedade estão entre as comorbidades 
presentes (Mega, et al. 1996), melhorando a qualidade de vida geral e, não apenas os 
sintomas deletérios sobre a memória (Santos, et al. 2012a). 
Estudo recente mostrou atividade antiinflamatória e anticoagulante de inibidor da 
família Kunitz de sementes de E. velutina, que não demonstrou citotoxicidade no sangue 
periférico humano. Em modelos de sepse peritonial, o inibidor isolado e caracterizado 
bioquimicamente, depletou a migração leucocitária, reduzindo-a em 71% comparado ao 
grupo controle, inibindo a liberação de TNF-e estimulando a síntese de IFN-e 
interleucina-12 (Machado, et al. 2013). Estudos têm atribuído muitos dos efeitos 
comportamentais de Erythrina à atividade inibidora de proteases (Lima, et al. 2011, 
Komarnytsky, et al. 2011, Joubert, 1982, Kimura, et al. 1993, Nishiyama, et al. 2006, 
Kishimura, et al. 2012, Chan & Lumen, 1982, Joubert, et al. 1981, Nakajima, et al. 2011, 
Kouzuma, et al. 1992). Os inibidores do tipo-Kunitz são bem caracterizados como 
bloqueadores de serina-peptidases (Fan & Wu, 2005, Santos, et al. 2012b) envolvidas na 
agregação plaquetária, coagulação, fibrinólise e inflamação (González-gonzález, et al. 
2003). O que corrobora mais uma vez sua possível ação sobre o Alzheimer, devido à 
participação de componentes inflamatórios em sua fisiopatologia (McGeer, et al. 2006, 
Sastre et al., 2011). 
 A comparação direta entre os estudos é dificultada pelos diferentes protocolos 
(tarefas, vias e tempo de administração) e formas dos extratos utilizados, conduzindo a 
achados ainda não bem determinados, com os efeitos sobre a memória, necessitando de 
maiores investigações. A ausência de déficit cognitivo com baixas doses ocasionando 
efeitos ansiolíticos pode indicar a separação entre efeitos ansiolíticos e amnésicos de 
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acordo com a dose, sugerindo que o aumento da dose eleva algum constituinte que exerce 
ação antiamnésica (Raupp, et al. 2008). Isso pode ser explicado por estudos que realizem 
o isolamento dos componentes de E. velutina (Santos, et al. 2012a). 
Experimentos desenvolvidos para propor o mecanismo de ação do extrato aquoso 
das folhas da planta, usaram o íleo de cobaia, in vitro, e mostraram contratilidade 
decorrente da aplicação do extrato, cuja intensidade é diretamente proporcional à dose. 
Experimentos realizados a seguir com antagonistas, mostraram que o mecanismo de 
contração é causado pela liberação de acetilcolina e tem efeito similar a agonistas 
muscarínicos, com aumento intracelular de cálcio por canais tipo-L e sua liberação do 
meio intracelular (Carvalho, et al. 2009). 
A maior parte dos fitoquímicos com potencial atividade inibitória sobre as 
colinesterases (acetil e butirilcolinesterase) tem em sua composição alcalóides, 
principalmente, seguidos por terpenos, esteróides, flavonóides e glicosídeos. Alguns 
alcalóides possuem ainda potentes propriedades antioxidantes, reduzindo a geração de 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, além de deslocar a cascata amilóide para via 
não-amiloidogênica (Jung, et al. 2009). Os alcalóides dos tipos triterpenos, esteroidais, 
indois, isoquinolinas e licopenos são os que possuem elevada atividade 
anticolinesterásica, sendo agentes terapêuticos promissores para quadros de deficiência 
de acetilcolina, como o Alzheimer, entre eles estão as espécies Bacopa monniera, Ginkgo 
biloba, Acorus calamus, Epimedium koreanum, Rhododendron ponticum, Rhododendron 
luteum, Corydalis solida, Glaucium corniculatum, Buxus sempervirens e Huperzia 
serrata (Das, et al. 2002, Orhan, et al. 2004, Perry, et al. 2000, Perry, et al. 2001, 
Mukherjee, et al. 2007, Orhan, et al. 2005, Ata, et al. 2010, Choudhary, et al. 1987, 
Andrade, et al. 2005, Kim, 2002, Halldorsdottir, et al. 2010, Ahmed, et al. 2006, Riaz, et 
al. 2004, Ahmed, et al. 2013). Apoiando esses achados, a E. velutina também se mostrado 
um potencial agente terapêutico, haja vista sua composição e mecanismos de ação 
sugeridos em trabalhos anteriores (Raupp, et al. 2008, Santos, et al. 2012a, Carvalho, et 
al. 2009).  
Dessa forma, nesse trabalho pretendíamos induzir alterações cognitivas em ratos, 
por meio da infusão intracerebral de peptídeos beta-amilóides, avaliando disfunções sutis 
na execução de tarefa espacial do labirinto de Barnes e, aproximando tais disfunções dos 
déficits verificados em estágios precoces da Doença de Alzheimer.  A investigação dos 
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estágios precoces possibilitaria o estudo de alterações mecanicísticas e intervenções, 
conduzindo ao melhor entendimento da doença e à efetividade da terapêutica. 
 
2. Objetivos 
 
2.1 Geral 
O objetivo geral do presente estudo foi investigar sinais cognitivos iniciais da 
Doença de Alzheimer em animais Wistar submetidos à infusão intracerebral de peptídeos 
amilóides, bem como o potencial neuroprotetor de extrato alcalóide de Erythrina velutina, 
por meio da avaliação da memória espacial no labirinto de Barnes.  
 
2.2  Específicos  
 
I. Padronizar a tarefa do labirinto de Barnes para as nossas condições 
experimentais, e verificar se há influência da repetição de exposições ao 
labirinto ou da implantação das cânulas para infusão intracerebral no 
desempenho dos animais; 
II. Estudar o uso de diferentes estratégias no labirinto de Barnes em animais 
submetidos a diferentes condições contextuais: exposição ou não a pistas 
espaciais; 
III. Verificar os efeitos da infusão intracerebral de peptídeos beta-amilóides 
(A 1-40 e A 1-42) sobre o aprendizado e a memória no labirinto de 
Barnes, considerando o desempenho geral da tarefa e o uso de diferentes 
estratégias; 
IV. Verificar os efeitos de Erythrina velutina no desempenho de ratos 
submetidos à infusão intracerebral de peptídeos beta-amilóides (A 1-40 
e A 1-42) no labirinto de Barnes. 
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Os experimentos realizados para atender a estes objetivos foram organizados em 
capítulos, e seus respectivos métodos específicos, resultados e discussões foram descritos 
adiante. 
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3. Materiais e métodos 
 
3.1 Sujeitos experimentais 
 
Os ratos foram criados no biotério do Laboratório de Estudos de Memória em 
Roedores da UFRN, e alojados em grupos de cinco animais em gaiolas plásticas com 
dimensões de 30cm de comprimento x 37cm de largura x 16cm de altura e mantidos em 
ambiente com isolamento acústico e sob condições controladas de temperatura (25 ±1 
°C), umidade e luminosidade (ciclo claro-escuro de 12 horas, iniciando-se a fase clara às 
6h). Os animais tiveram livre acesso à água e comida. Todos os experimentos foram 
realizados de acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Neurociências e 
Comportamento (SBNeC) e da International Brain Research Organization (IBRO), na 
publicação Nº 85-23, revisada em 1985 do Instituto Nacional de Guia para Cuidados e 
Uso de Animais de Laboratório. O nosso protocolo foi submetido e aprovado pelo comitê 
de ética no uso de animais da UFRN (nº50/2014). Foram utilizados para todos os 
experimentos 108 ratos machos Wistar de 6 meses de idade. Os animais passaram por 
sessões diárias de 5 minutos de manipulação por 5 dias antes do início dos procedimentos 
experimentais, visando reduzir o estresse e permitir a familiarização dos animais com o 
experimentador. Além disso, os animais foram alocados na sala onde ocorreram as 
injeções e experimentos com 30 minutos de antecedência para ambientação. 
 
 
3.2 Procedimentos experimentais 
 
3.2.1 Cirurgia estereotáxica 
 
Os animais foram anestesiados com quetamina (100mg/kg) e xilazina (50mg/kg) 
para o implante bilateral de cânulas no hipocampo, acima de CA1 (coordenadas ântero-
posterior = -4,2mm do bregma, meso-lateral = ± 3,0 mm, dorso-ventral = -2,1mm) e uma 
cânula em um dos ventrículos laterais, os quais foram randomizados entre os animais 
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(ântero-posterior = 0,9mm, meso-lateral = ± 1,8mm, dorso-ventral = -3,0mm). As 
coordenadas foram obtidas pelo atlas Paxinos & Watson (2007). 
 
3.2.2 Fármacos  
 
Peptídeos A foram infundidos intracerebralmente em CA1 e no ventrículo 
lateral. Foram utilizados os peptídeos A 1-40 e 1-42, os principais constituintes das 
placas amilóides, sendo o segundo mais insolúvel e iniciador dos depósitos (Walsh & 
Selkoe, 2007, Selkoe, 2001, Hamaguchi, et al. 2009, Philipson, et al. 2009, Tomiyama, et 
al. 2010, LaFerla & Duff, 2011, Schmidt, et al. 2009), obtidos da Sigma. Os peptídeos 
foram solubilizados em solução salina 0,9% e submetidos a pré-tratamento agregante, 
mantidos em estufa a 37ºC (Pike et al. 1991, Maurice, et al. 1996, Urani, et al. 2004) 
separadamente por três dias, no quarto dia foram misturados para finalização da 
agregação. A relação de A 1-40 e 1-42 na solução seguiu a proporção relatada na 
literatura de A 1-40 dez vezes superior a A 1-42 (Suzuki et al., 1994, Iwatsubo et al., 
1994, Gravina et al., 1995), compondo soluções finais de concentrações de 30, 100 e 
300pmol. 
O extrato hidroalcoólico das folhas de Erythrina velutina liofilizado foi obtido do 
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Sergipe. O extrato foi solubilizado 
em salina 0,9%, aquecido a 37ºC para solubilização e filtrado. A administração foi feita 
oralmente, por gavagem, na dose de 200mg/kg. 
Protocolos específicos de tratamento foram detalhados abaixo, na descrição dos 
delineamentos experimentais. 
 
3.2.3 Labirinto de Barnes  
 
A doença de Alzheimer acomete inicialmente as áreas transentorrinais e o 
hipocampo (Hirano & Zimmerman, 1962, Ball, 1978, Wilcock & Esiri, 1982), com 
prejuízo da memória episódica recente (Hyman, et al. 1984). O labirinto de Barnes é um 
aparato eficaz para avaliar memórias hipocampo-dependentes (Barnes, 1979). É 
constituído por uma arena circular com 20 buracos, nos quais somente um permite acesso 
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a um esconderijo. Quando exposto ao aparato e a estímulos aversivos fracos (luzes), a 
tendência natural do animal é explorar o ambiente e procurar um lugar seguro com pouca 
iluminação (esconderijo). O labirinto de Barnes aqui utilizado foi feito de madeira, com 
diâmetro de 1,20m, e colocado em uma plataforma a 90cm de altura. Apresentava 20 
buracos de 10cm de diâmetro cada, e o esconderijo era uma caixa de madeira com 
revestimento escuro de dimensões 10x10x15cm. O procedimento foi realizado em uma 
sessão de adaptação (máximo de 5 minutos) no primeiro dia, quatro sessões de treino que 
contaram com duas ou quatro passagens (trials, com duração máxima de 5 minutos) de 
cada animal por dia, durante quatro dias, além de uma sessão de teste (máximo de 90 
segundos).  
Os animais foram postos a cada sessão no centro do aparato dentro de um 
compartimento opaco, sem fundo, do qual foram liberados para livre exploração. O 
compartimento foi elevado a partir de um sistema de roldana preso ao teto, sendo puxado 
pelo experimentador, evitando a sua interferência no ambiente, a qual serviria como pista 
espacial. 
Nas sessões de habituação e treinos, os animais foram expostos ao aparato na 
presença do esconderijo, porém a localização na sessão de habituação foi distinta das 
sessões de treino, pois aquela devia conferir apenas a exposição para a familiarização do 
animal aos ambientes novos (aparato e esconderijo), evidenciando uma situação não 
ameaçadora. Em outro sentido, as sessões seguintes deviam constituir um reforço do 
aprendizado e para isso, em todas, os animais foram expostos ao aparato com a 
manutenção do esconderijo na mesma configuração espacial em relação a pistas distais. 
Nessas sessões, caso não achassem o esconderijo até o teto de cinco minutos eram guiados 
a entrar no alvo gentilmente, permanecendo nele por um minuto. Na sessão de teste, por 
sua vez, com intervalos de 24h, 3 dias ou 10 dias depois do último treino, o animal foi 
exposto ao aparato sem a presença do esconderijo, sendo analisados parâmetros que 
demonstraram a lembrança para o local onde havia o esconderijo. 
As sessões experimentais foram registradas em vídeo, e os parâmetros 
comportamentais calculados por programa de rastreamento de animais (ANY-maze, 
Stoelting, USA). 
Na avaliação do aprendizado e evocação da memória no labirinto de Barnes foram 
utilizados os seguintes parâmetros: 
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- Distância total percorrida e velocidade média durante a exploração do aparato 
(Barnes, 1979); 
- latência e distância para acerto: tempo gasto (Barnes, 1979) e distância 
percorrida até atingir o buraco alvo, aquele que contém o esconderijo (sessões de treino), 
ou continha o esconderijo (sessão de teste); 
-  número de acertos: número de visitas ao buraco alvo, tanto na sessão de teste, 
quanto nas de treinos, pois nessas, o animal podia identificar o alvo mas continuar 
explorando o aparato, sem entrada no esconderijo; 
- número de erros totais (Barnes, 1979): número de visitas ou revisitas a buracos 
diferentes do buraco alvo; 
- número de erros primários (O’Leary & Brown, 2009) e secundários (Barnes, 
1979; Barrett et al., 2009): número de visitas realizadas pela primeira vez a um buraco 
diferente do alvo e número de visitas repetidas a buracos diferentes do alvo, 
respectivamente.  
- latência e distância para erros primários (Sunyer et al., 2007, Attar et al. 2013) e 
secundários: respectivamente, tempo gasto e distância percorrida até o primeiro erro 
primário e até o primeiro erro secundário; 
- porcentagem de tempo em quadrantes (alvo, oposto, direito e esquerdo; Attar et 
al. 2013): representado pela fórmula – (tempo gasto em cada um dos quadrantes x 100) / 
tempo gasto em todos os quadrantes; 
- pesquisa de estratégias classificadas como direta, seriada ou aleatória (Bach et 
al., 1995, Harrison et al., 2006): corresponde a análise do traçado do animal na sessão de 
teste, sendo computado um uso de estratégia cada vez que ele realizou um acerto. A 
estratégia direta foi contabilizada quando o animal moveu-se diretamente ao alvo ou do 
buraco adjacente para ao alvo; estratégia seriada foi considerada quando o animal realizou 
pelo menos três visitas a buracos dispostos sequêncialmente, em sentido horário ou anti-
horário, imediatamente antes de atingir o alvo; estratégia aleatória foi definida pela visita 
a pelo menos três buracos de maneira não-sistemática antes de atingir o alvo, ou seja, 
visitas a buracos aleatórios, não adjacentes, antes de ir ao alvo. As análises de estratégias 
foram computadas para comparações entre grupos sendo reunidas nos seguintes 
parâmetros – preferência inicial (primeira estratégia adotada para atingir o alvo) e 
porcentagem média de preferência de estratégia em cada grupo para sessão total de 90 
segundos do teste (porcentagem de escolhas feitas por cada animal e, a seguir realizada a 
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média dessas porcentagens por estratégia em cada grupo). A preferência inicial (Harrison 
et al. 2006) foi analisada pela fórmula: número de animais que usou determinada 
estratégia como escolha inicial x 100 / número de animais do grupo. A porcentagem 
média de preferência foi dada pela fórmula, para cada animal: número de escolhas por 
determinada estratégia x 100/ número total de escolhas por animal e, a seguir realizada a 
média desse cálculo para o grupo. 
Protocolos específicos de cada experimento foram detalhados abaixo, na descrição 
dos delineamentos experimentais. 
 
3.2.4 Análise imunohistoquímica para peptídeos A 
 
A análise imunohistoquímica foi realizada no capítulo III, experimento I. Após os 
testes comportamentais, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com uma 
superdose de tiopental sódico (Cristália, Brasil, 60mg/Kg). Seguindo a anestesia, foram 
perfundidos intracardiacamente, por meio de bomba de infusão, com solução salina (NaCl 
0,9%, tampão fosfato de sódio, pH 7,4), cerca de 300ml, por 15 minutos, seguida de 
paraformaldeído (PFA) a 4% em tampão fosfato 0,1 M (TF) pH 7,4, também cerca de 
300ml, por 15 minutos, para fixação. Os encéfalos foram removidos, imersos em solução 
de sacarose a 30% em tampão fosfato (pH 7,4), a 4ºC, para crioproteção. Após esse 
processo, foram congelados rapidamente em meio de inclusão Tissue-Tek® (Sakura, 
Japão) dentro de moldes plásticos inseridos em uma mistura de álcool etílico e gelo seco. 
O material foi mantido em freezer a -80ºC até as análises. Cortes coronais dos encéfalos 
com 30 m de espessura foram obtidos com o uso de criostato (Leica CM 15105). Os 
cortes foram coletados sequêncialmente em 5 poços, alocando em cada poço o corte 
correspondente (primeiro corte no primeiro poço, segundo corte, no segundo poço, 
sucessivamente), repetindo-se sempre a cada poço, o intervalo de 150 m, o que permitiu 
cortes de alturas diferentes. 
As secções de um compartimento de cada animal foram lavadas (5 vezes de 5 
minutos) com tampão fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4, sob agitação automática, e pré-tratadas 
com peróxido de hidrogênio a 0,3% em PB por 20 minutos para inativação da peroxidase 
endógena. Os cortes foram colocados em contato com o anticorpo anti-peptídeo 
Aproduzido em camundongo (Santa Cruz), diluído 1:500 em PB contendo Triton-X 
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100 (ICN Biomedicals) a 0,4% e de soro normal (Sigma) a 2% do animal em que foi 
obtido o anticorpo secundário durante 16 horas (25ºC). Em seguida, as secções foram 
colocadas em contato com o anticorpo secundário biotinilado, na concentração de 1:1000 
(Jackson), diluído em Triton-X 100 a 0,4%, por 90 minutos. Após esta etapa, os cortes 
foram incubados numa solução contendo avidina e biotina (2% da solução total) mais 
Triton-X 100 NaCl, por 90 minutos. Para visualizar a reação, os cortes foram colocados 
em contato com um cromógeno, a diaminobenzidina (DAB; Sigma, St Louis, MO, USA) 
a 2,5% diluída em PB (0,1M / pH 7,4). Entre cada uma das etapas foram realizadas cinco 
lavagens do tecido, de cinco minutos cada, com PB a 0,1 M e pH 7,4. Os cortes foram 
montados em lâminas gelatinizadas, secas em temperatura ambiente, e posteriormente 
mergulhadas em uma solução de tetróxido de ósmio a 0,05%, por 30 segundos, para 
intensificação da reação. A seguir, foi realizada contra-coloração de Nissl para evidenciar 
os núcleos celulares. 
A avaliação dos resultados imunohistoquímicos foi feita com o auxílio de um 
microscópio óptico (Olympus, BX-41) utilizando campo claro ou escuro conforme a 
necessidade. As imagens serão digitalizadas utilizando uma câmera (Nikon, DXM-1200) 
acoplada ao microscópio e conectada a um computador. Para a avaliação densitométrica, 
todas as imagens foram obtidas sem mudança na iluminação do microscópio e realizadas 
por ImageJ. Além disso, não foram realizados ajustes de brilho e contrastes das fotos 
submetidas à análise de densitometria óptica relativa (DOR).  
 
3.2.5 Análise estatística 
 
Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média para dados 
de distribuição normal, enquanto aqueles de distribuição não-normal foram avaliados por 
testes não-paramétricos e expressos como mediana. A análise de distribuição da amostra 
foi feita pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. A significância estatística para cada 
parâmetro entre grupos ou sessões foram determinadas pela análise de variância 
(ANOVA) de uma via e posthoc de Bonferroni, ou ANOVA de medidas repetidas com 
correção de Bonferroni para comparações múltiplas. As análises ao longo de sessões de 
aprendizado foram feitas tanto por trials, quanto por treinos (agrupando-se os trials de 
cada treino). Como não verificamos diferenças importantes entre as duas formas de 
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apresentação dos dados, preferimos a apresentação em trials e, para fins de demonstração, 
inserimos um exemplo na figura 1, onde há a representação por treinos e por trials para a 
distância na primeira observação de Barnes. 
Quando a comparação foi feita apenas entre dois grupos foi utilizado o teste T de 
Student não-pareado. Análises intra-grupo para duas variáveis foram feitas com T de 
Student pareado. Para análises de dados não-normais, verificados nos parâmetros de 
número de erros e acertos, as comparações ao longo das sessões foram realizadas por 
Friedman, seguidas de Wilcoxon para determinar a existência de diferenças entre as 
sessões, nesse caso, as análises entre grupos foram realizadas por Kruskal-Wallis para 
comparações de mais de dois grupos e Mann-Whitney para comparações entre dois 
grupos. Aplicamos a correção de Bonferroni para o nível de significância pelo número de 
comparações realizadas. Teste Exato de Fisher (X²) foi utilizado para comparações de 
preferências de estratégias entre grupos, juntamente com odds ratio para verificar o risco 
relativo para a ocorrência do evento, o que nos deu uma magnitude da associação 
demonstrada pelo Fisher, com intervalo de confiança de 95% (Szumilas, 2010; O.R., 95% 
I.C.). Todos os testes utilizados foram avaliados ao nível de significância inferior a 5% 
(p < 0,05). As análises foram feitas com o auxílio do programa SPSS 21.0. 
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4. Capítulo I 
 
Padronização do labirinto de Barnes, efeitos da repetição de sequências de exposição 
e possível interferência da implantação de cânulas. 
 
4.1 Introdução 
 
O labirinto de Barnes apropria-se das características etológicas de roedores da 
evitação dos ambientes abertos e luminosos, motivando-o à procura de ambientes 
fechados e seguros, além de não necessitar de manipulações prévias como restrição 
alimentar ou ainda a exposição a estímulos muito aversivos como choque ou água para 
realizar uma tarefa (Barnes, 1979, Holscher, 1999, Miyakawa et al., 2001). Foi 
desenvolvido por Barnes (1979) como uma plataforma circular para o aprendizado de 
localização de um esconderijo, para avaliação de aprendizado e memória espacial. A 
configuração é similar e anterior ao labirinto de Morris (Morris, 1984), além de apresentar 
vantagens de não induzir à ansiedade pela exposição a um meio não natural e, ainda, evita 
a exploração na periferia do aparato – tigmotaxia -  já que não há paredes (Holscher, 
1999). Por outro lado, os leves estímulos motivacionais frequentemente usados, tais 
como, luz, ruído ou jato de ar, podem conduzir à alta exploração do meio, ou ainda, 
reduzir a procura pelo local seguro ao longo das exposições na fase de aprendizado 
(Sunyer et al. 2007). Assim como o labirinto de Morris, o de Barnes constitui-se 
originalmente em uma tarefa de referência espacial, na qual os animais são guiados por 
pistas distais para encontrar o local seguro por livre exploração (Sunyer et al. 2007).  
Inicialmente desenvolvido para ratos para verificar déficits cognitivos decorrentes 
da senescência (Barnes, 1979), foi posteriormente adaptado para camundongos (Bach et 
al., 1995). O labirinto de Barnes é utilizado para estudar memória espacial em modelos 
de Alzheimer (O’Leary & Brown, 2009, Pompl et al. 1999), idade avançada, traumas, 
lesões, disfunções neurais, estresse e em animais transgênicos para genes relativos a 
aprendizado e memória (Zhang et al., 2002, Seeger et al., 2004). Também é utilizado para 
avaliar o desempenho de diferentes linhagens (O’Leary et al., 2011, Barrett et al. 2009) e 
condições de exposição ao aprendizado (Harrison et al. 2006).  
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O protocolo típico do Barnes segue as fases de habituação, aquisição e teste. Na 
fase de habituação, o animal é posto no aparato para livre exploração do mesmo e do local 
seguro. Durante a fase de aquisição, roedores são postos para explorar o aparato por uma 
série de sessões, cujo número varia em diferentes protocolos, mas em conjunto são 
repetições de exposição para aprendizado do local seguro, o qual permanece fixo ao longo 
de todo fase de aquisição, constituindo um aprendizado referencial espacial, em que os 
animais são guiados por pistas distais ao redor do aparato. Na fase de evocação, os 
animais são expostos às mesmas condições de exploração às quais se submeteram na série 
de treinos, contudo, o local seguro é retirado, assim é avaliada a memória referencial 
espacial para o local anteriormente aprendido. O intervalo entre a aplicação do teste e a 
última sessão de aprendizado varia conforme o objetivo dos protocolos. A memória é 
avaliada por uma série de parâmetros incluindo porcentagem de tempo no quadrante alvo, 
número de erros, latência e distância até o alvo, além de análises de perfis de busca usados 
para atingir o alvo, definidos como estratégias direta, seriada ou aleatória (Barnes, 1979, 
Sunyer et al. 2007, Bach et al., 1995, O’Leary & Brown, 2009, Pompl et al. 1999). 
A memória espacial em ratos foi originalmente verificada com teste de retenção 
realizado após um intervalo de uma semana após o último treino (Barnes et al., 1980), 
enquanto em camundongos são realizados intervalos menores de 2 a 3 horas (Holmes et 
al., 2002) ou após um dia do último treino (Miyakawa et al., 2001, O’Leary & Brown, 
2009). 
O desenho do aparato e os procedimentos do teste influenciam tarefas espaciais 
como Morris e labirinto radial de oito braços, por exemplo, o tamanho do aparato, 
presença de paredes e o acesso a pistas distais (Crusio, 1999, Van Dam & De Deyn, 2006, 
Wahlsten, 2011), o número de trials e o intervalo entre trials e para o teste (Brandeis et 
al., 1989, D’Hooge & De Deyn, 2001, Vorhees & 
Williams, 2006). Tais influências nas medidas de aprendizado e memória também foram 
observadas no labirinto de Barnes (Barrett et al. 2009, O’Leary & Brown, 2009). 
Demandas cognitivas para execução da tarefa de Barnes são influenciadas pelo desenho 
experimental e pelo procedimento usado no teste, como o uso ou não das pistas espaciais 
e, portanto, refletindo no tipo de aprendizado e memória expresso pelos animais (O’Leary 
et al., 2011), o qual pode ser acessado pela avaliação de estratégias de busca do buraco 
alvo, designadas como direta (com o uso de pistas distais para localização do alvo), 
seriada ou aleatória, conforme proposto em estudos anteriores (O’Leary et al., 2011, 
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Sunyer et al., 2007). A estratégia utilizada por animais pode também ser definida pelo 
uso ou não de pistas distais, sendo classificada em navegação alocêntrica e egocêntrica, 
respectivamente (Vorhees & Williams, 2014). 
Apesar do labirinto de Barnes ter sido bastante utilizado para verificação de 
déficits cognitivos em modelos transgênicos de Doença de Alzheimer (como mencionado 
na introdução desta tese), apenas um estudo prévio investigou os efeitos da infusão 
cerebral de peptídeos Anessa tarefa. Esse trabalho anterior mostrou um déficit 
generalizado do desempenho de camundongos após a infusão prolongada (35 dias) dos 
peptídeos, o que seria compatível com alterações cognitivas em estágios moderado ou 
avançado da doença (Morzelle et al., 2016). No presente estudo, conforme será descrito 
em capítulos posteriores, pretendíamos avaliar déficits que corresponderam aos estágios 
iniciais, assim como uma possível progressão dos mesmos ao longo do tempo. Para isso, 
foi necessário verificar se a avaliação comportamental no labirinto de Barnes podia ser 
repetida, sem comprometer o desempenho dos animais. Ainda, existia a possibilidade da 
implantação das cânulas para administração intracerebral dos peptídeos influenciar no 
desempenho da tarefa, o que também foi avaliado nesse primeiro capítulo. 
 
4.2  Objetivos 
 
No presente capítulo tivemos como objetivo padronizar a tarefa do labirinto de 
Barnes para as nossas condições experimentais, e verificar se havia influência da 
repetição da sequência de exposições ao labirinto ou da implantação das cânulas para 
infusão intracerebral no desempenho dos animais.  
 
4.3 Materiais e métodos 
 
Utilizamos 16 ratos Wistar, 6 meses de idade os quais foram submetidos a cinco 
sequências de exposições ao labirinto de Barnes, sendo que em cada sequência deveria 
ocorrer o aprendizado de um novo local do esconderijo. Inicialmente, os animais foram 
submetidos a cinco dias de manipulação, a seguir, iniciamos as séries de exposições ao 
labirinto de Barnes, com intervalos de 10 dias entre elas. A exposição inicial ao labirinto 
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de Barnes foi realizada por seis dias, os animais passaram por uma sessão de habituação, 
por quatro treinos (quatro trials por dia) nos quatro dias seguintes, e no 6º dia por uma 
sessão de teste. A seguir, metade dos animais (N=8) foi submetida à cirurgia estereotáxica 
para implante de cânulas guias (uma no ventrículo lateral e outras duas bilateralmente em 
CA1), enquanto a outra metade (N=8) não foi submetida ao implante, constituindo 
respectivamente, os grupos implantados e não-implantados. A cirurgia foi realizada no 
intervalo entre a primeira e a segunda exposições ao aprendizado no labirinto de Barnes. 
Após recuperação da cirurgia, constituindo o intervalo de 10 dias, os animais passaram 
pela segunda exposição, que ocorreu ao longo de 5 dias (4 dias de treinos e um de teste). 
A cada dez dias após o teste, os ratos passaram por nova exposição ao Barnes, 
constituindo ao total 5 séries de aprendizados (denominadas Barnes I a V). A cada série 
de treinos, os animais foram expostos ao aprendizado da localização de um esconderijo, 
que permaneceu no mesmo local em relação às pistas espaciais, dispostas nas paredes 
laterais em torno do aparato, distando 50cm dele. Antes de cada nova exposição, os 
animais realizaram o reteste (teste após 10 dias) da exposição anterior, e para a nova 
exposição, uma nova localização do esconderijo foi dada. Dessa forma, as sequências de 
exposição ao Barnes foram realizadas nos dias 1 a 6, 16 a 20, 30 a 34, 44 a 48 e por fim, 
58 a 62. Nessa última exposição não realizamos o reteste de 10 dias. O aparato foi limpo 
a cada trial com álcool 5% (Figura 1). 
Os parâmetros avaliados a cada trial dos treinos e nos testes 24h e 10 dias foram 
a distância total percorrida, latência e distância para o acerto, latência e distância para o 
primeiro erro e para o primeiro erro secundário, e porcentagem de tempo no quadrante 
alvo. 
 
 
 
 
 
 
 
  
39 
 
 
Figura 1: Delineamento experimental do capítulo I. Os animais foram submetidos a cinco 
sequências de Barnes (I a V) com intervalos de 10 dias entre elas. Os animais foram 
cirurgiados entre a primeira e segunda sequências. Cada uma contou com séries de quatro 
trials por dia, durante quatro dias (quatro treinos), teste 24h e reteste 10 dias. O Barnes I 
contou com uma sessão de habituação, no dia anterior ao início dos treinos. O Barnes V 
não apresentou o resteste 10 dias. Em cada sequência, a localização do esconderijo era 
fixa, mudando, apenas, de uma sequência para outra. 
 
4.4 Resultados  
 
4.4.1 Barnes I 
Os parâmetros mostrados nas figuras 2 e 3 foram analisados ao longo do período 
de treino da primeira sequência realizada no labirinto de Barnes. 
A ANOVA com medidas repetidas mostrou efeito das exposições (trials) para o 
parâmetro de distância total percorrida (F 4,58, 58,86 = 2,97, p= 0,022), sem feito de grupo 
ou interação entre os trials e o grupo, indicando uma diminuição da distância total 
percorrida ao longo dos trials que foi similar em ambos os grupos. O teste de pos hoc não 
identificou diferenças específicas entre os trials (Bonferroni, p> 0,05). Não verificamos 
diferenças significantes ao longo dos trials, efeito de grupo ou interação para os 
parâmetros de latência para acerto, latência para primeiro erro e erro secundário, nem para 
porcentagem de tempo no quadrante alvo (p > 0,05). Também não verificamos redução 
ao longo das sessões para os parâmetros de distância para acerto ou o aumento da 
distância até o primeiro erro (p > 0,05). Verificamos diferenças estatísticas quanto aos 
níveis de distância até o erro secundário, indicando redução nos trials iniciais com 
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aumento nas sessões finais, devido ao aprendizado (F4,96, 64,47= 2,68, p=0,029), porém 
teste de pos hoc não indicou diferenças específicas entre sessões (p>0,05) (figura 2). 
O teste de Friedman mostrou forte tendência a um efeito dos trials para o número 
de acertos (X2(15) =26,64, p=0,05), além de um efeito significativo dos trials no número 
de erros primários (X2(15) = 43,27, p<0,001), indicando uma diminuição desse parâmetro 
ao longo das exposições. Considerando a análise do número de erros secundários ao longo 
dos trials vimos redução ao longo dos trials (X2(15) = 27,78, p= 0,018).  Entretanto testes 
de Wilcoxon não detectaram diferenças entre os primeiros trials (1, 2) e o último (16) 
(figura 3). 
Na figura 4 são mostrados os parâmetros avaliados nos testes. Não foram 
observadas diferenças para esses mesmos parâmetros nos testes 24h e 10 dias, exceto 
nesse último para o número de erros secundários, indicando que o grupo implantado 
apresentou menor número que o grupo não-implantado (mediana implantados = 5,38, 
não-implantados=11, U=7, p=0,013). 
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Figura 2: Distância avaliada por treino, para exemplificação e, por trial no Barnes I; 
demais parâmetros avaliados por trial. Não houve diferenças estatísticas ao longo das 
sessões, com exceção do efeito das exposições detectado para a distância total percorrida 
e a distância até o erro secundário (ANOVA de medidas repetidas). Linha tracejada no 
eixo X do parâmetro de distância por trials, indica o conjunto de quatro trials que 
representa um dia de treino. N implantados = 7, N não-implantados = 8. 
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Figura 3: Parâmetros de número de acertos, número de erros primários e secundários, ao 
longo dos trials no Barnes I, mostraram diferenças ao longo dos trials (Friedman, p≤ 
0,05). Representações gráficas box plot de baixo para cima: limite inferior, primeiro 
quartil (Q1), mediana, terceiro quartil (Q3), limite superior, média (+), animal (∙). N 
implantados = 7, N não-implantados = 8. 
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Figura 4: Parâmetros de número de acertos, número de erros primários e secundários, no 
Barnes I, nas sessões de teste 24h e 10 dias (Mann-Whitney, *p < 0,05 comparado ao 
grupo não-implantados). Representações gráficas box plot de baixo para cima: limite 
inferior, primeiro quartil (Q1), mediana, terceiro quartil (Q3), limite superior, média (+), 
animal (∙). N implantados = 7, N não-implantados = 8. 
 
4.4.2 Barnes II 
 
Os parâmetros mostrados nas figuras 5 e 6 foram analisados ao longo do período 
de treino da segunda sequência realizada no labirinto de Barnes. 
Houve efeito das exposições para o parâmetro de distância total percorrida (F 5,79, 
75,27 = 5,89, p<0,001), sem feito de grupo ou interação entre os trials e o grupo. Pudemos 
observar que os trials 11 e 14 diferiram do trial 1, indicando redução significativa da 
distância (pos hoc de Bonferroni, p<0,05). Apesar de não significativa, houve forte 
tendência ao longo das sessões de trials para redução na latência para acerto (F 1,87, 24,40= 
3,32, p=0,055). Verificamos redução ao longo das sessões para a distância para acerto (F 
4,67, 60,72= 9,14, p<0,001), indicando que trials finais (10, 11 e 14) diferem do primeiro 
trial (Bonferroni, p<0,05) (figura 5). 
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Vimos efeito das sessões para porcentagem de tempo no quadrante alvo (F 4,58, 
59,58 = 7,337, p<0,001), indicando aumento desse parâmetro entre sessões finais (9 a 16) 
comparadas ao trial 1 (Bonferroni, p<0,05). Vimos também efeito das sessões para 
latência para o primeiro erro (F 3,51, 45,65 = 4,53, p=0,005). Além disso, a latência para o 
erro secundário não revelou efeito da sessão (p >0,05). Não houve aumento da distância 
até primeiro erro, nem da distância até erro secundário ao longo das sessões (p >0,05) 
(figura 5). 
Não houve aumento ao longo dos trials para o número de acertos (p>0,05), porém 
há efeito de redução do número de erros primários ao longo das sessões (X2(15) = 52,25, 
p<0,001) e para o número de erros secundários (X2(15) = 34,57, p= 0,003). Os testes de 
Wilcoxon diferenças significativas entre os trials 1 e 16 nesses casos (figura 6). 
Não foram observadas diferenças para esses parâmetros nos testes 24h e 10 dias, 
entre grupos (Mann-Whitney, p>0,05, figura 7). 
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Figura 5: Parâmetros avaliados no Barnes II. Houve diferenças estatísticas ao longo das 
sessões para distância, distância para acerto e porcentagem de tempo no quadrante alvo, 
mas não para os demais parâmetros (ANOVA de medidas repetidas, pos hoc de 
Bonferroni, *p<0,05 comparando-se ao primeiro trial; # comparando-se aos trials 9 a 16). 
N implantados = 7, N não-implantados = 8. 
# 
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Figura 6: Parâmetros de número de acertos, erros primários e secundários, no Barnes II 
(Friedman, Wilcoxon, *p<0,05 comparado ao trial 1). Representações gráficas box plot 
de baixo para cima: limite inferior, primeiro quartil (Q1), mediana, terceiro quartil (Q3), 
limite superior, média (+), animal (∙). N implantados = 7, N não-implantados = 8. 
  
* 
* 
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Figura 7: Parâmetros de número de acertos, número de erros primários e secundários, no 
Barnes II, nas sessões de teste 24h e 10 dias (Mann-Whitney, p > 0,05). Representações 
gráficas box plot de baixo para cima: limite inferior, primeiro quartil (Q1), mediana, 
terceiro quartil (Q3), limite superior, média (+), animal (∙). N implantados = 7, N não-
implantados = 8. 
 
4.4.3 Barnes III 
 
A ANOVA mostrou efeito das exposições para o parâmetro de distância total 
percorrida (F 1,89, 24,65 = 8,881, p<0,001), sem feito de grupo ou interação (p>0,05), 
mostrando redução ao longo dos trials, porém sem diferenças significativas entre trials 
específicos pelo teste de pos hoc (Bonferroni, p>0,05). A latência para acerto foi reduzida 
ao longo das sessões (F 1,91, 24,87 = 3,80, p=0,038), sem efeito de grupo ou interação 
(p>0,05). Verificamos redução da distância para acerto ao longo das sessões (F 2,04, 26,60, 
= 7,032, p=0,03), sem apontamento da diferença entre trials (Bonferroni, p>0,05) (figura 
8).  
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Vimos efeito das sessões para porcentagem de tempo no quadrante alvo (F 4,42, 
57,50 = 33,16, p<0,001), indicando aumento desse parâmetro nas sessões finais (9 a 16) 
comparadas ao trial 1 (Bonferroni, p<0,05), e para latência para o primeiro erro (F 2,66, 
29,46, = 5,12, p=0,010), sem apontamento de diferenças específicas entre os trials 
(Bonferroni, p>0,05). Além disso, a análise da latência para erro secundário não revelou 
efeito da sessão (p>0,05). Também não houve efeito de sessões na distância até primeiro 
erro (F 7,25, 94,30 = 1,87, p= 0,079), mas houve para a distância até o erro secundário (F 
6,90,89,78 = 1,31, p=0,010), indicando redução ao longo das sessões (trials 3 e 16 diferem 
significativamente, Bonferroni, p<0,05) (figura 8). 
Houve redução ao longo dos trials para o número de acertos (X2(15) =26,49, 
p=0,025), para o número de erros primários (X2(15) = 84,93, p<0,001) e secundários 
(X2(15) =71,40, p<0,001), e testes de Wilcoxon mostraram diferenças significativas entre 
o trial 2 e o último (p=0,008, p<0,001, respectivamente, dados não representados em 
figuras).  
Não foram observadas diferenças para esses parâmetros nos testes 24h e 10 dias, 
entre grupos (Mann-Whitney). 
Os dados referentes ao número de acertos, erros totais, erros primários e 
secundários (trials ao longo dos treinos) e os parâmetros analisados nos testes nas 
sequências de exposições ao Barnes III a V mostraram perfis semelhantes ao Barnes II. 
Por esse motivo, embora as análises tenham sido realizadas e descritas no presente texto, 
optamos por não representar em figuras.  
  
51 
 
 
Figura 8: Parâmetros avaliados no Barnes III. Houve diferenças estatísticas ao longo das 
sessões para os parâmetros analisados, exceto latência para erro secundário (ANOVA de 
medidas repetidas, Bonferroni, *p<0,05, comparando-se ao primeiro trial; # p<0,05 
comparando-se aos trials 9 a 16). N implantados = 7, N não-implantados = 8. 
 
# 
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4.4.4 Barnes IV 
 
A ANOVA mostrou efeito das exposições para o parâmetro de distância total 
percorrida (F 2,25, 27,00 = 14,28, p<0,001), com redução ao longo dos trials, indicando que 
os trials finais (8 a 16) diferem do trial 1 (Bonferroni, p<0,05). A latência para acerto é 
reduzida ao longo das sessões (F 2,20, 26,46 = 8,08, p<0,001), porém sem indicação de 
diferenças específicas (Bonferroni, p>0,05), sem efeito de grupo ou interação (p>0,05). 
Verificamos diferenças ao longo das sessões para a distância para acerto (F 2,13, 25,57 = 
15,47, p<0,001), indicando redução nos trials finais, 7 a 16, em comparação ao trial 1 
(Bonferroni, p<0,05) (figura 9).  
Vimos efeito das sessões para porcentagem de tempo no quadrante alvo (F 3,57, 
42,85 = 8,78, p<0,001), indicando aumento desse parâmetro a partir do trial 3 em diante 
comparadas ao trial 1 (Bonferroni, p<0,05), e redução para latência para primeiro erro (F 
4,83, 58,03 = 1,79, p<0,001), sem diferenças específicas entre os trials (Bonferroni, p>0,05). 
Além disso, a latência para erro secundário não revelou efeito da sessão pela correção de 
Greenhouse-Geisser (F 5,53, 66,42 = 1,79, p=0,119), entretanto se assumirmos a esfericidade 
dos dados, vemos aumento ao longo da sessão. Houve efeito de sessões para a distância 
até o primeiro erro (F 7,23,86,82 = 2,44, p= 0,024) e até o erro secundário (F 6,36, 76,41 = 3,052, 
p<0,001) ao longo das sessões, para esse último parâmetro, pudemos ver redução entre 
os trials 2 e 16 (Bonferroni, p<0,05) (figura 9).  
Houve diferenças ao longo dos trials para o número de acertos (X2(15) =39,24, 
p<0,001), para o número de erros primários (X2(15) = 58,74, p<0,001) e secundários 
(X2(15) =53,10, p<0,001), e testes de Wilcoxon posteriores mostraram que essas 
diferenças ocorreram entre o trial 1 e o último (16), indicando redução do número de erros 
primários e secundários ao longo das sessões (dados não representados em figuras).  
Não verificamos diferenças para esses parâmetros nos testes 24h e 10 dias, entre 
grupos (Mann-Whitney, dados não representados em figuras). 
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Figura 9: Parâmetros avaliados no Barnes IV. Houve diferenças estatísticas ao longo das 
sessões para todos os parâmetros analisados (ANOVA de medidas repetidas, Bonferroni, 
*p<0,05 comparado-se ao primeiro trial; #p<0,05 comparando-se ao trials 3 a 16). N 
implantados = 7, N não-implantados = 8. 
# 
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4.4.5 Barnes V 
 
A ANOVA mostrou efeito das exposições para o parâmetro de distância total 
percorrida (F 4,28, 47,13 = 4,96, p<0,001), com redução ao longo dos trials, indicando que 
trials finais (10 a 16) diferem do trial 1 (Bonferroni, p<0,05). A latência para acerto varia 
ao longo das sessões (F 3,07, 33,85 = 8,91, p<0,001), com forte tendência à redução entre 
trials finais (13-16) e o primeiro (Bonferroni, p=0,06), sem efeito de grupo ou interação 
(p>0,05). Verificamos também redução, ao longo das sessões, na distância para acerto (F 
4,91, 54,08 = 6,39, p<0,001), indicando que trial 1 difere dos trials finais, 10 a 15 
(Bonferroni, p<0,05) (figura 10).  
Vimos efeito das sessões para porcentagem de tempo no quadrante alvo (F 4,94, 
54,41 = 6,75, p<0,001), indicando aumento desse parâmetro a partir do trial 5 até o 15, 
comparadas ao trial 1 (Bonferroni, p<0,05).  Houve efeito de sessão na latência para 
primeiro erro (F 5,21, 57,32 = 2,48, p=0,04), sem diferenças específicas entre os trials 
(Bonferroni, p>0,05). Além disso, a latência para erro secundário não revelou efeito da 
sessão (F 5,61, 61,76 = 1,10, p=0,359). Não houve efeito da distância até primeiro erro (F 6,42, 
70,67 = 1,90, p= 0,087), mas sim forte tendência para redução da distância até erro 
secundário (F 5,93, 65,33 = 3,052, p=0,053) ao longo das sessões (figura 10). 
Não houve diferenças ao longo dos trials para o número de acertos (X2(15) 
=20,37, p=0,142), mas houve redução para o número de erros primários (X2(15) = 45,13, 
p<0,001) e secundários (X2(15) =28,24, p=0,014), e teste de Wilcoxon mostrou redução 
entre os trials 1 e o 16 (Wilcoxon, p=0,007 e p=0,023, respectivamente), conforme 
também vimos em sequências anteriores (dados não representados em figuras).  
No teste 24h, foi observada diferença entre os grupos apenas para o número de 
erros secundários, indicando menor número de erros efetuados pelo grupo implantado 
(Mann-Whitney, p<0,05, figura 11). 
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Figura 10: Parâmetros avaliados no Barnes V. Houve diferenças estatísticas ao longo das 
sessões para os parâmetros analisados, com exceção de latência para erro secundário e 
distância até o primeiro erro (ANOVA de medidas repetidas, Bonferroni, *p<0,05, 
comparado-se ao primeiro trial). N implantados = 7, N não-implantados = 8. 
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Figura 11: Número de erros secundários no Barnes V no teste 24h (Mann-Whitney, 
*p<0,05 comparado ao grupo não-implantados). N implantados = 7, N não-implantados 
= 8. 
 
4.4.6 Análise entre sequências no labirinto de Barnes 
 
Realizamos análises entre as sequências de exposições para os testes com o intuito 
de verificar se há influência da repetição de sequências na evocação da tarefa, as quais 
são apresentadas na figura 12.  
As análises por ANOVA comparando os testes de 24h de cada sequência indicam 
aumento da distância percorrida ao longo das sequências (F 4,40 = 7,739, p<0,001), com 
diferenças significativas nas sequências II e V comparadas à primeira (Bonferroni, 
p<0,05). Não foram observados efeitos da repetição de sequências para os parâmetros de 
latência para o acerto (F 4,40 = 36,74, p=0,217) e latência para o primeiro erro (F 4,40 = 
0,150, p=0,962).  
Houve efeito da repetição de sequências para a distância total entre os testes 10 
dias (F 3,36 = 17,90, p<0,001), com as sequências II a IV diferindo da primeira (Bonferroni, 
p< 0,05) e para esse parâmetro foi visto efeito de grupo (F1,12 = 4,99, p=0,045), com o 
grupo de não-implantados apresentando maiores valores, independente da sequência. Há 
forte tendência para a latência para o acerto ao longo das sessões de testes 10 dias, porém 
não significavas (F 1,8, 22,56 = 3,37, p=0,055). Por outro lado, o parâmetro de latência para 
o primeiro erro mostrou efeito da repetição de sequências para os testes 10 dias indicando 
redução ao longo das sequências (F 1,4, 17,18 = 11,08, p=0,002); a sequência I difere das 
demais (Bonferroni, p<0,05).  
A porcentagem de tempo no quadrante alvo sofre redução ao longo das exposições 
de testes 24 h (F 4,44 = 6,35, p<0,001) e 10 dias (F 3,36 = 12,91, p<0,001). Neste parâmetro, 
* 
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também foi visto efeito de grupo para as análises de teste 24h entre sequências (F 1,11 = 
7,015, p=0,023), indicando que a porcentagem para o grupo implantado é superior ao não-
implantado. 
 
Figura 12: Comparação entre as sequências de labirinto de Barnes nos testes 24h e 10 
dias. Houve efeitos da repetição de sequências para distância (24h e 10 dias), latência 
# 
# 
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para o primeiro erro (10 dias) e porcentagem de tempo no quadrante alvo (24h e 10 dias); 
e efeitos de grupo para distância (teste 10 dias) e para a porcentagem de tempo no 
quadrante alvo (teste 24h) (ANOVA de medidas repetidas, Bonferroni, *p<0,05, 
comparado a primeira sequência; #p<0,05 comparando às demais sequências). N 
implantados = 7, N não-implantados = 8. 
 
4.5 Discussão  
 
 Nossos dados para as cinco sequências de exposição mostraram reprodutibilidade 
nos parâmetros comumente utilizados na literatura, distância total percorrida, latência e 
distância para acerto, latência e distância para primeiro erro e para o erro secundário, bem 
como, porcentagem de tempo no quadrante alvo (Barnes, 1979, Sunyer et al., 2007, Pompl 
et al., 1999). A cada nova sequência de Barnes verificamos o aprendizado e a evocação 
dos animais, na maior parte dos casos sem diferenças entre os grupos com ou sem 
implantes intracerebrais, indicando que a cirurgia não promoveu lesão que inabilitasse os 
animais para a tarefa. Ao contrário, no único parâmetro de desempenho no qual houve 
diferença entre os grupos (número de erros secundários nas sessões de teste das 
sequências I e V e porcentagem no quadrante alvo na comparação dos testes entre 
sequências), pareceu haver um desempenho melhor dos animais implantados.  
 Na maioria das sequências realizadas, ambos os grupos apresentaram redução ao 
longo dos trials para os parâmetros de distância total percorrida no aparato, indicando 
habituação, bem como para a latência ao acerto e distância para o acerto, além disso houve 
aumento para a porcentagem de tempo gasto no quadrante alvo. Essas direções na 
apresentação dos parâmetros indicam a efetivação do aprendizado e evocação 
(Rojanathammanee et al. 2013, Barnes, 1979, Sunyer et al., 2007, Pompl et al., 1999). Os 
parâmetros latência e distância para os diferentes tipos de erro deveriam tender a aumentar 
ao longo das sessões. Entretanto nem sempre essas tendências se efetivaram, devido à 
multiplicidade de exposições, levando a diferentes tomadas de decisão pelos animais ao 
longo dos trials e devido à variabilidade intra-grupo. 
 Por outro lado, apesar da significância mostrada pelos testes estatísticos ao longo 
dos trials para cada parâmetro, muitas vezes, elas não puderam ser confirmadas por 
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comparações entre sessões específicas devido ao elevado número de comparações 
corrigidas por Bonferroni (Field, 2005).  
 Adicionalmente, verificamos que a tarefa pôde ser repetida com a efetivação de 
novos aprendizados a cada nova exposição, havendo, entretanto, alguma influência da 
sessão anterior numa nova exposição. Isso pôde ser averiguado nas avaliações dos 
parâmetros entre os testes das diferentes sequências, latência para primeiro erro no teste 
10 dias e porcentagem de tempo nos quadrantes nos testes 24h e 10 dias. Para tais 
parâmetros, houve redução das medidas ao longo das diferentes exposições, indicando 
interferência da sessão anterior no novo aprendizado. Além disso, a distância total 
percorrida entre os testes apresentou aumento ao longo das exposições reforçando a 
interferência do aprendizado anterior, pois os animais ainda tentam atingir o esconderijo 
por evocar a localização anteriormente aprendida, aumentando a distância percorrida até 
descobrirem o novo local seguro (Barnes, 1979, Reiseirer et al. 2007, Sunyer et al., 2007). 
 Por outro lado, a constante exposição ao aprendizado mesmo quando o animal é 
exposto a mudanças no contexto, representadas aqui por uma nova localização do 
esconderijo a cada nova sequência de trials (Barnes de I a V), sem alterações na 
disposição das pistas distais, revela uma facilitação no aprendizado da nova sequência 
compara à anterior, configurando um aprendizado da regra (Reiseirer et al. 2007). Aqui 
pudemos averiguar tal aprendizado, no decaimento ao longo dos trials para o parâmetro 
latência e distância para o acerto, destacadamente nas exposições IV e V, nas quais os 
valores iniciais de cada nova exposição partem de um basal mais elevado, devido à 
lembrança/interferência do aprendizado anterior, mas rapidamente decaem no trial 2, 
atingindo um platô para uma resposta quase imediata para atingir o alvo, do trial seguinte 
para o último. O aprendizado da regra pode ser melhor visualizado, por exemplo, quando 
comparamos essas duas últimas exposições, na latência para acerto, verificando que os 
valores iniciais do Barnes IV são superiores ao Barnes V, ou seja, na exposição seguinte, 
os valores basais não crescem ao nível da anterior. 
 Reforçamos que, de forma geral, não houve diferenças de desempenho entre os 
grupos que passaram ou não pela cirurgia de implante de cânulas, com exceção de um 
menor número de erros secundários apresentado pelos animais implantados (teste 10 dias 
do Barnes I e teste 24h do Barnes V). Esse dado poderia indicar um melhor desempenho 
desses animais. Entretanto, destacamos aqui que os animais não-implantados 
apresentaram maior distância percorrida no aparato que os implantados ao longo das 
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sequências então essa diferença poderia ser um reflexo de uma menor motivação para 
explorar o aparato. De qualquer forma, é importante ressaltar que o objetivo do 
experimento era verificar se a cirurgia impediria a execução da tarefa a contento, o que 
não ocorreu.  
 Diante da reprodutibilidade do aprendizado verificado ao longo de sessões 
repetidas de aprendizados em Barnes e de o grupo com implante das cânulas não 
demonstrar piora de desempenho, concluímos que a tarefa pode ser repetida e que a 
cirurgia não prejudicou a sua execução. 
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5. Capítulo II 
 
Avaliação de estratégias para solução do labirinto de Barnes por animais expostos 
ou não a pistas distais. 
 
5.1 Introdução 
 
O hipocampo é parte do lobo temporal, sendo responsável pela aquisição, 
codificação, estocagem e recordação de memórias (Pasternack, et al. 1992, Fanselow & 
Poulos, 2005, Kim & Fanselow, 1992, Maguire et al., 1998, Mizumori, Ragozzino, 
Cooper, & Leutgeb, 1999b, Nadel & Wilner, 1980, Smith & Mizumori, 2006, Suzuki & 
Eichenbaum, 2000), particularmente memorias do tipo-episódicas (Clayton & Dickinson, 
1998), as quais podem ser verificadas por meio de tarefas espaciais (Moser et al., 1993, 
Moser et al., 1995, Morris et al., 1982, Zhang et al. 2002). 
Em conjunção a estudos de circuitos neurais envolvendo atividade celular, 
eletrofisiologia e lesões, particularidades das características mnemônicas são atribuídas a 
diferentes sub-regiões hipocampais (Marr, 1971, O’Reilly & McClelland, 1994, Rolls, 
1996, Shapiro & Olton, 1994, Tanila, 1999). Tais estudos suportam os achados de que 
subregiões hipocampais codificam aspectos distintos da aquisição e recordação de 
memórias episódicas (Marr, 1971, McNaughton & Morris, 1987, Rolls, 1989, Treves & 
Rolls, 1994, Kogan et al., 1997, Jones et al., 2001, Malleret et al., 2010). Portanto, o 
hipocampo age com uma função integrativa dessas regiões (CA1, CA2, CA3 e giro 
denteado) para formação e consolidação da memória, projetando saídas com informação 
para o córtex. 
Células de lugar hipocampais codificam representações espaciais, métricas e 
topográficas do meio, as quais são modificadas, constantemente, por remapeamentos de 
mudanças espaciais. Esses remapeamentos resultam em modificações neuroanatômicas, 
moleculares e eletrofisiológicas nas células de lugar, por fim, refletem em alterações nas 
estratégias comportamentais (Schmidt, et al. 2012) de memória episódica e paradigmas 
espaciais (Guzowsky et al. 2001, Maviel et al., 2004, Teixeira et al., 2006).  
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O labirinto de Barnes é um aparato que serve ao estudo do aprendizado e memória 
espacial em roedores. Convencionalmente, os animais são direcionados por pistas distais, 
dispostas fora do aparato, para aprender e evocar o local seguro (Barnes et al., 1979, 1980, 
1989, 1990, O’Leary & Brown, 2012, Harrison, et al. 2006), por meio de parâmetros de 
latência e distância ao esconderijo, número de pesquisas em buracos que não o alvo e 
porcentagem de tempo no quadrante que contém o local seguro (Sunyer et al., 2007, 
Rojanathammanee et al., 2013, Attar et al., 2013). Adicionalmente, o aparato permite a 
avaliação do tipo de estratégia adotada para atingir o objetivo de encontrar o local seguro 
(Bach, 1995, Harrison, et al. 2006, O’Leary & Brown, 2012). O labirinto de Barnes é 
frequentemente usado para investigações de prejuízo na memória espacial após 
manipulações experimentais no hipocampo, como estudos de lesão, farmacológicos, 
disfunções neuronais decorrentes da idade ou processo degenerativos (McNaughton et 
al., 1989, Fox et al., 1998, Paylor et al., 2001, Holmes et al., 2002, Deacon & Rawlins, 
2002, Koopmans et al., 2003, Seeger et al., 2004, Barnes et al., 1979, Markowska et al., 
1998, Pompl et al., 1999, Reiserer et al., 2007, O’Leary & Brown, 2009). 
Animais transgênicos, aos 4 meses de idade, exibiram prejuízos cognitivos na 
tarefa de Barnes, utilizando um protocolo curto de sessões de treino (5 trials) em 
comparação a protocolo extenso (15 trials), o qual não foi capaz de evidenciar diferenças 
entre os grupos. Esse estudo indica que o correto delineamento experimental, reduzindo 
o reforço no aprendizado pode revelar diferenças sutis precocemente (Pompl et al. 1999, 
Attar et al. 2013). A repetida exposição ao aprendizado pode mascarar déficits, gerando 
uma associação geral a forma de executar a tarefa em aprendizado subsequentes, 
constituindo um aprendizado da regra geral (Reiserer et al., 2007). 
Estudos anteriores apontaram que alterações no desenho experimental em tarefas 
espaciais, tais como, a redução do número de treinos no aprendizado ou o aumento de 
intervalo para a aplicação do teste no labirinto de Barnes (Pompl et al. 1999, Attar et al. 
2013; Reiserer et al., 2007), além de investigações da execução sob diferentes contextos, 
na presença ou ausência de pistas distais, modificam a demanda cognitiva requerida para 
efetuar a tarefa (O’Leary et al., 2011). Isso resulta na execução de distintas estratégias 
para atingir o objetivo (Harrison et al. 2006) ainda que diferenças não possam ser 
identificadas por parâmetros habituais de desempenho no Barnes. Em nosso experimento, 
investigamos além dos parâmetros habitualmente usados para analisar a memória 
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espacial, as estratégias adotadas para solucionar a tarefa, sob a exposição ou não a pistas 
distais, em condições fisiológicas normais. 
 
5.2 Objetivo 
 
Estudar o desempenho nos parâmetros convencionais e o uso de estratégias no 
labirinto de Barnes em animais submetidos a dois diferentes contextos: exposição ou não 
a pistas distais. 
 
5.3 Materiais e Métodos  
 
 Os ratos (n=9) foram divididos em dois grupos, denominados de condição espacial 
e não-espacial, sendo expostos a uma série de trials para o aprendizado da localização do 
esconderijo. Ambos os grupos passaram por uma série de aprendizado no labirinto de 
Barnes, constituída por uma sessão de habituação, 4 sessões de treinos (uma por dia) com 
4 trials cada, e uma sessão de teste 24h após a última série de treinos, perfazendo 6 dias 
de exposição. Os procedimentos nas sessões foram seguidos como descritos nos métodos 
gerais. As paredes em redor do labirinto continham pistas espaciais e ambos grupos foram 
sujeitos ao aprendizado na condição de acesso a elas, diferindo apenas na sessão de teste 
24h, na qual um dos grupos foi impedido de guiar-se pelas pistas distais, pois foram 
cobertas por cortinas pretas (condição não-espacial), enquanto o outro grupo teve acesso 
a elas (condição espacial) (Figura 12).  
As análises comportamentais foram feitas pelos parâmetros anteriormente 
descritos: distância total percorrida, latência e distância para acerto, latência e distância 
para primeiro erro e para o erro secundário e porcentagem de tempo no quadrante alvo. 
Além disso, foram realizadas avaliações do traçado executado para atingir o objetivo 
(alvo), na sessão de teste, constituindo as estratégias classificadas como direta, seriada ou 
aleatória (Bach et al., 1995, Harrison et al., 2006), como já descrito anteriormente.  
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Figura 12: Delineamento experimental do capítulo II. Os animais foram submetidos a 
quatro sessões de treinos (quatro trials por dia, em quatro dias seguidos), 24h depois, a 
uma sessão de teste, que diferiu entre os grupos. Os animais foram sujeitos ao teste com 
as mesmas pistas distais dos treinos (grupo condição espacial) ou sem acesso a elas 
(condição não-espacial). 
 
5.4  Resultados  
 
A ANOVA de duas vias não mostrou efeito das exposições para o parâmetro de 
distância total percorrida (F 3,51, 60,10 = 2,19, p=0,099), nem da latência para acerto (F 2,53, 
22,77 = 1,14, p=0,264). Vimos forte tendência ao efeito das sessões para diminuição da 
distância para acerto, evidenciadas entre os trials 8 e 15 (F 4,07, 36,71 = 20,69, p=0,050, 
Bonferroni, p<0,05). Houve tendência ao efeito das sessões para a latência para o primeiro 
erro (F 4,41, 39,97 = 2,31, p=0,068). A latência para o erro secundário mostrou elevação ao 
longo dos trials (F 5,63, 50,67 = 2,40, p=0,043), porém não houve diferenças na comparação 
entre trials específicos (Bonferroni, p>0,05) (figura 13).  
O teste T para amostras independentes não mostrou diferenças entre os grupos 
espacial e não-espacial no teste 24h para os parâmetros de distância percorrida (t(9)= -
0,124, p=0,904), latência para erro secundário (t(9)=-1,62, p=0,138), latência para 
primeiro erro (t(9) =-1,008, p=0,340) e porcentagem no quadrante alvo (t(9) =0,399, 
p=0,700). Porém, verificamos que o grupo da condição não-espacial apresentou maiores 
latência e distância para o acerto que na condição espacial (t(9)= -2,407, p=0,039, r =0,61, 
t (9)= - 2,893, p=0,018, r = 0,62), que foram acompanhados por tamanhos de efeito 
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elevados para ambos parâmetros (r >0,50), indicando retardo na evocação pelo primeiro 
grupo (figura 14). 
Não houve diferenças entre os grupos para o número de acertos (U=5,50, 
p=0,110), número de erros primários (U=5,50, p=0,074), nem secundários (U=9,00, 
p=0,277), no teste 24h (dados não representados em figuras).  
 
 
Figura 13: Parâmetros comparados aos longos dos trials entre grupos a serem testados na 
presença (espacial) ou ausência (não-espacial) de pistas distais. Não houve efeito 
significativo para distância total e latência para acerto. O efeito das sessões na distância 
para acerto, latência para primeiro erro e para erro secundário foi marginalmente 
significante (ANOVA de medidas repetidas). *p<0,05, comparado a trial 8 (Bonferroni). 
N grupo condição espacial = 6, N grupo condição não-espacial =5. 
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Figura 14: Parâmetros avaliados no teste 24h entre os grupos na presença (espacial) ou 
ausência (não-espacial) de pistas distais (teste T para amostras independentes, *p< 0,05 
comparado à condição espacial). N grupo condição espacial = 6, N grupo condição não-
espacial =5. 
 
A avaliação do uso de diferentes estratégias está mostrada na figura 15. As 
análises de uso de estratégias como primeira escolha revelaram um efeito marginal 
significativo: detectamos uma associação entre os grupos para a escolha entre estratégia 
direta ou as demais (não-direta). O grupo na condição não-espacial preferiu estratégias 
do tipo não-diretas (considerando-se as estratégias aleatória e seriada) comparado ao 
grupo da condição espacial. Ou dito de outra forma, o grupo espacial preferiu a estratégia 
direta em comparação ao grupo não-espacial (x² (1) = 4.32, p = 0.054, OR 1.97, 95% CI: 
1.03 – 3.74). Nesse sentido, ainda para a escolha inicial, houve indicação de preferência, 
marginalmente significante, para a estratégia aleatória pelo grupo submetido à condição 
sem pistas (não-espacial) comparado à condição com pistas no teste 24h (x² (1) = 3.58, 
p=0.072, OR 2.0, 95% CI: 0.972 – 4.116). O mesmo resultado foi verificado para 
estratégia seriada, tendo o grupo da condição não-espacial preferido essa estratégia 
comparado à espacial (x² (1) = 3.58, p=0.072, OR 2.0, 95% CI: 0.972 – 4.116).  
Análises de porcentagem do uso de estratégias ao longo da sessão de teste para 
cada animal comparadas ao acaso (33%), mostraram que o grupo da condição não-
espacial apresentou menor frequência de uso da estratégia do tipo direta (t4 = -3,214, 
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p=0,032). Aplicando-se a correção de Bonferroni para esse resultado, verificamos que a 
significância para considerar o efeito seria p<0,016, portanto, trata-se de uma tendência 
do grupo na condição não-espacial ter menor preferência pela estratégia direta. Enquanto 
isso, o grupo da condição espacial não mostrou preferência para nenhuma estratégia 
comparada ao acaso (direta: t5 = -1,252, p=0,266, aleatória: t5 = 0,879, p=0,419, seriada: 
t5 = -1,306, p=0,248). 
 
 
 
Figura 15: Análises de estratégias no teste 24h entre os grupos na presença (espacial) ou 
ausência (não-espacial) de pistas distais. Efeito marginal para a escolha inicial direta pela 
condição espacial comparada a não espacial (Teste exato de Fisher, X², p=0,054). 
Comparações de cada estratégia com o acaso indicam tendência a menor preferência da 
estratégia direta pelo grupo na condição não-espacial (teste T de uma amostra, *p=0,032). 
N grupo condição espacial = 6, N grupo condição não-espacial =5. 
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5.5 Discussão  
 
Como previamente supomos, a presença ou ausência de pistas espaciais 
resultaram em diferenças comportamentais na solução da tarefa, ambos os grupos 
expostos tanto à condição espacial, quanto à não-espacial, foram capazes de realizar a 
tarefa, mas a solução foi obtida distintamente entre eles, usando estratégias preferenciais 
de escolha. Além disso, a versão não-espacial durante a fase de evocação apresentou 
retardo para atingir o alvo, representado pela elevada latência e distância até o alvo, no 
entanto, tais animais foram capazes de realizar a tarefa, usando preferencialmente, 
estratégias do tipo não-diretas. 
Animais de ambas condições de exposição reduziram a distância e a latência, 
assim como aumentaram a porcentagem de tempo no quadrante alvo ao longo das sessões, 
sugerindo o aprendizado da tarefa (Barnes, 1979, Pompl, et al. 1999, Sunyer et al., 2007).  
Contudo, realizaram a tarefa distintamente quanto à maneira de atingir o alvo na 
sessão de teste: animais submetidos a versão espacial, utilizaram tanto estratégias do tipo 
direta quanto não-diretas. Por outro lado, a retirada das pistas espaciais resultou na 
preferência por estratégias não-diretas. Esses achados sugerem que o desempenho e o tipo 
de estratégia adotado depende diretamente do acesso a pistas distais durante o 
aprendizado ou evocação (O’Leary & Brown, 2012). Quando os animais têm acesso a 
pistas distais, eles realizam navegação do tipo alocêntrica, enquanto na ausência de pistas, 
usam outras estratégias na solução da tarefa, trocando para alternativas egocêntricas 
(Whishaw et al. 2001).   
Além disso, nossos dados também corroboraram o achado de que a primeira 
estratégia adotada não persistiu ao longo dos trials. Como os animais não encontraram a 
solução por meio das pistas distais, devido à ausência do esconderijo na sessão de teste, 
eles trocaram a estratégia para outras alternativas na tentativa de atingir o objetivo. 
Estudos anteriores comprovaram esses apontamentos tanto no paradigma de Barnes, 
quanto na tarefa de esquiva discriminativa em labirinto em cruz (Harrison et al. 2006, 
Leão et al., 2016). Animais submetidos a pistas fixas exibiram navegação espacial, 
apresentando melhor desempenho comparado a protocolo de pistas variáveis ou ausentes. 
A análise de desempenho dos animais expostos a pistas fixas durante os trials mostrou a 
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troca da estratégia do tipo seriada para direta, enquanto aqueles sob aprendizado com 
pistas variáveis ou ausentes persistiram na estratégia seriada (Harrison, et al. 2006). 
Aqui nós destacamos que mesmo com a retirada das pistas distais no teste e, a 
despeito do aumento da latência e distância para atingir o local do esconderijo, o grupo 
de condição não-espacial foi capaz de realizar a tarefa. Assim, sugere-se uma adaptação 
comportamental do desempenho em uma nova condição, possivelmente devido à 
formação de um mapa cognitivo durante as sessões de aprendizado sob pistas distais 
(Schimansk et al., 2013, Stouffel & Heisey, 2012, Tolman, 1948, O’Keefe & Nadal, 1978, 
Morris, 1983). Adicionalmente, a tarefa é de fácil execução, não demandando elaborada 
cognição, além do fato de que ameaças são ausentes, dessa forma, os animais puderam 
realizá-la por tentativa e erro, como observamos pelo retardo em atingir o alvo e pelo 
aumento do uso de estratégia do tipo seriada/aleatória acima do acaso, embora não 
estatisticamente significante, na condição não-espacial. 
Sujeitos submetidos à condição espacial do Barnes preferiram a estratégia direta 
como escolha inicial comparado aos animais de condição não-espacial. Em 
contraposição, o grupo não-espacial preferiu outros tipos de estratégia (não-diretas), 
como primeira escolha, corroborando que a estratégia adotada para atingir o alvo é 
dependente de pistas distais, como verificado no aprendizado e evocação em estudos 
anteriores (Barnes, 1979, Harrison, et al. 2006, O’Leary & Brown, 2012). 
O contínuo reforço por exposição repetitiva a tarefa poderia solidificar o 
aprendizado e a memória dificultando a detecção de prejuízos. Considerando nossos 
dados, os efeitos marginais verificados nas análises de estratégias podiam ser referentes 
ao reforço repetitivo, por exposição a quatro trials por dia, em quatro dias consecutivos, 
como também atestaram estudos prévios (Clinton et al., 2007, O’Leary & Brown, 2009, 
Attar et al. 2013). Esses autores propuseram a redução do número de trials para revelar 
déficits cognitivos. Além disso, o aprendizado sob configuração espacial ou não, por si 
só, resultaria em recrutamentos de diferentes circuitos hipocampais (Jansen et al., 2010, 
Guzowski et al., 2001, Jarvis et al., 1995, Tischmeyer & Grimm, 1999). Outras condições 
como o avanço da idade e doenças poderiam influenciar o desempenho devido a 
disfunções hipocampais (Barnes, 1980, 1979, Pompl et al. 1999, Attar et al. 2013).  
Estudo anterior mostrou que a estratégia inicial adotada não persistiu ao longo do 
tempo total de sessão sugerindo uma aleatorização na busca, com a pesquisa por novos 
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buracos, ao acaso, na tentativa de atingir o objetivo, por isso preconiza que os parâmetros 
avaliados no labirinto de Barnes sejam mensurados até a primeira visita ao alvo (Harrison, 
et al. 2006). Nesse experimento, vimos que a condição não-espacial apresentou menor 
preferência por estratégia direta que o acaso (33.33%), ou seja, foi menos utilizada do que 
uma busca ao acaso. Enquanto, o grupo espacial adotou estratégias ao acaso (direta, 
seriada e aleatória), falando em favor da randomização ao longo da sessão total.  
Aqui nós investigamos como distintas demandas na evocação da memória espacial 
podem produzir diferenças na execução para atingir o objetivo da tarefa por meio da 
avaliação de estratégias. Além disso, verificamos que os animais podem desempenhar a 
contento a tarefa mesmo na ausência de pistas distais, sugerindo uma adaptação 
comportamental alternativa à navegação guiada por pistas espaciais. Sendo assim, seria 
interessante verificar se essa flexibilidade comportamental que ocorre em condições 
fisiológicas normais poderia ocorrer em condições neurodegenerativas ou de avanço da 
idade, para compensar possíveis déficits de memória espacial, o que foi investigado como 
mostrado mais adiante nesta tese.  
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6. Capítulo III  
 
Efeitos da infusão intracerebral de peptídeos amilóides no desempenho de ratos no 
labirinto de Barnes 
 
6.1  Introdução 
 
A doença de Alzheimer é uma patologia neurodegenerativa caracterizada por 
disfunção na atividade neural, com perda de sinapses e neurônios causando progressivo 
declínio cognitivo acometendo o aprendizado e a memória (Braak, Jellinger, Braak, & 
Bohl, 1992) West et al., 1994; Eustache et al., 2004; (Sadek et al., 2004). Os principais 
marcadores patológicos são as placas amilóides e emaranhados neurofibrilares 
visualizados no tecido cerebral (Serrano-Pozo et al., 2011). A causa exata do Alzheimer 
permanece sob investigação, contudo a citotoxicidade tem sido relacionada ao acúmulo 
de peptídeos beta-amilóides (Aβ). O seu acúmulo é base da hipótese da cascata amilóide 
para o Alzheimer e precede o prejuízo cognitivo (Braak & Braak, 1991a); (Hardy & 
Selkoe, 2002); Desikan et al., 2012; Sperling et al., 2011; 2014).  
Estudos recentes têm examinado o aprendizado e a memória espaciais em 
ambientes de realidade virtual em humanos (Iaria et al., 2009; Head & Isom, 2010; 
Plancher et al., 2010). Essa aproximação tem sido usada para mostrar disfunções 
cognitivas hipocampais similares aos estudos em roedores (McNaughton et al., 1989; 
Poucet et al., 1991; Pouzet et al., 2002; McDonald & White, 1993), evidenciando a 
importância do estudo de protocolos que permitam a detecção precoce do declínio (Foster 
et al., 2012).  
Além disso, déficits espaciais detectados em tarefas de navegação têm sido 
propostos como sinal inicial da doença de Alzheimer, distinguindo essa condição de 
outros tipos de prejuízo cognitivo relacionados ao avanço da idade (Lithfous et al., 2013). 
Em contraposição a achados iniciais de prejuízo na memória espacial, déficits em outros 
tipos de memórias são evidenciados em estágios tardios da doença neurodegenerativa 
(Tarawneh & Holtzman, 2012; Sá et al., 2012(Li et al., 2016). 
  
72 
 
Estudos com pacientes de Alzheimer e em modelos animais mostraram mudanças 
neuropatológicas no hipocampo e córtex entorrinal (Braak & Braak, 1991b; Braak et al., 
1992; Geula et al., 1998; Gomez-Isla et al., 1996; Terry et al., 1991; West, Coleman, 
Flood, & Troncoso, 1994; Yamada & Nabeshima, 2000). Adicionalmente, estudos post 
mortem em cérebros de humanos com a doença revelaram disfunções proeminentes em 
CA1 e subículo, enquanto o giro denteado e CA3 são relativamente preservados (Braak 
et al., 1992; Thal, Rub, Orantes, & Braak, 2002; West et al., 1994). O hipocampo e o 
córtex entorrinal são envolvidos no processamento do contexto espaço-temporal da 
informação (Antonova et al., 2009; Kukolja, Thiel, Wilms, Mirzazade, & Fink, 2009; 
LaFerla & Oddo, 2005; Moffat, Elkins, & Resnick, 2006). A desregulação dessas regiões 
é evidenciada com o avanço da idade e em patologias neurodegenerativas, prejudicando 
a memória espacial (Gandy et al., 2010; Genoux et al., 2002; Jones et al., 2001; Kogan et 
al., 1997; Magnusson et al., 2003). Tais achados se coadunam com os achados 
neuroquímicos e comportamentais no Alzheimer (Masters & Selkoe, 2012). 
Tarefas espaciais têm sido empregadas para investigar declínio cognitivo em 
roedores e, dependendo do protocolo ou parâmetros avaliados, são capazes de detectar 
mudanças sutis no comportamento espacial. Isso permite a avaliação de leves prejuízos 
hipocampais e o progresso degenerativo inicial em modelos de Alzheimer. Na tarefa de 
Barnes, os animais são treinados para aprender a identificar e lembrar um local seguro, 
guiando-se por pistas espaciais (Barnes, 1979; Barnes, Eppich, & Rao, 1989; Barnes et 
al., 1990; Barnes, Nadel, & Honig, 1980); O’Leary & Brown, 2012; Harrison et al., 2006). 
No labirinto de Barnes, além dos parâmetros comumente usados de avalição do 
aprendizado e da memória, tais como latência e distância até o alvo, porcentagem de 
tempo gasto no quadrante alvo e número de erros (Sunyer et al., 2007; Rojanathammanee 
et al., 2013; Attar et al., 2013), sutis alterações na forma de execução da tarefa, guiando-
se por pistas espaciais, são reveladas pela avaliação de estratégias denominadas direta, 
seriada ou aleatória (Harrison et al., 2006). Dessa forma, o Barnes pode ser usado para 
investigar prejuízos na memória espacial em modelos de Alzheimer (Pompl et al., 1999; 
Reiserer et al., 2007; O’Leary & Brown, 2009).  
Infusões intracerebrais de peptídeos Aβ constituem um reconhecido modelo de 
indução do Alzheimer (Kowall et al., 1991; Nitta et al., 1994; Yamada and Nabeshima, 
2000; Kang et al., 2015). Contudo, a maioria dos estudos focam em estágios 
intermediários ou tardios da doença (Palop et al., 2003; Dickey et al., 2003; 2004; 
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Blanchard et al., 2008; Blanchard et al., 2009), diminuindo a contribuição desses modelos 
para a eficiência de potenciais terapêuticos.  
No geral, os protocolos de modelos de infusão são conduzidos com altas 
concentrações ou longas durações de tratamento (Han et al., 2011; Tran et al., 2011; 
Cioanca et al., 2013), tais como a administração I.C.V. de Aβ 1-42 400pmol (Cioanca et 
al., 2013), de Aβ 1-40, 1 g/l com agregação a 37ºC (Han et al. 2011) ou 200pmol/5ml 
antes da exposição ao labirinto de Morris (Takeda et al. 2009). Apesar disso, apenas um 
estudo verificou o efeito da infusão de Aβ em camundongos no paradigma de Barnes, 
mostrando déficit no desempenho espacial após longo tratamento com 35 dias de infusão, 
sem investigações sobre diferenças nas estratégias utilizadas (Morzelle et al., 2016).  
Aqui, nos propomos a investigar o efeito de diferentes doses infundidas 
intracerebralmente, de maneira repetida, em ratos sobre a memória espacial no labirinto 
de Barnes, ao longo do tempo, investigando inicialmente a condição basal e, a seguir a 
possível progressão da neurotoxicidade sobre o comportamento. Avaliamos, ainda, se a 
infusão de Aβ foi capaz de aderir ao parênquima cerebral, o que caracterizaria um 
importante aspecto de validação do modelo. Posteriormente, realizamos uma exposição 
ao Barnes com alterações no protocolo de infusão e execução da tarefa para investigar 
possíveis alterações comportamentais sutis, cujos efeitos comportamentais fossem 
similares ao déficit espacial inicial no curso da doença de Alzheimer. 
 
6.2 Objetivo 
 
Verificar os efeitos da infusão beta amilóide, por meio de diferentes protocolos, sobre o 
desempenho de ratos no labirinto de Barnes. Parte dos resultados deste capítulo compõe 
o artigo aceito para publicação (ver anexo). 
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6.3 Experimento I 
Curva de dose dos efeitos da infusão intracerebral de peptídeos Aβ em ratos submetidos 
a três sequências de exposições ao labirinto de Barnes. 
 
6.3.1 Materiais e métodos 
 
Realizamos três sequências de Barnes, cada uma com o aprendizado de um novo 
esconderijo, seguindo o protocolo descrito anteriormente. Cada sequência foi composta 
por 4 trials por dia, durante 4 dias, perfazendo, portanto, 4 treinos, mais um teste após 
24h e um resteste após 10 dias. Inicialmente, 37 ratos Wistar machos de 6 meses de idade 
foram submetidos a uma sequência de Barnes, sem distinção entre eles. Nessa primeira 
sequência foi realizada a sessão de habituação. A seguir, os animais foram submetidos à 
cirurgia estereotáxica para implante de cânulas bilaterais em CA1 (AP: - 4.2 mm; LL: ± 
3.0 mm and DV: - 2.5 mm) uma no ventrículo lateral (I.C.V.; AP: - 1.0 mm; LL: ± 1.8 
mm e DV: - 3.3 mm), e divididos em quatro grupos: salina, Aβ 30pmoL, Aβ 100pmoL e 
Aβ 300pmoL. As microinjeções foram realizadas com bomba de infusão e microsseringa 
de 10µL (Hamilton Company), conectadas a agulhas (26-gauge) e inseridas no cérebro 
dos animais por meio das cânulas guias, infusão de 1l/dia, a uma taxa de 1l/min por 
sítio. 
O tratamento teve duração de 15 dias. No primeiro dia de tratamento foi injetado 
1microL em cada sítio (bilateralmente em CA1 e I.C.V.), no experimento I, capítulo III, 
posteriormente, o volume de infusão por sítio foi alterado para 0,5 microL, nos protocolos 
dos experimentos II, capítulo III e no experimento do capítulo IV. Do 2º ao 15º dias, a 
solução foi infundida somente I.C.V., 1 vez ao dia. A segunda sequência de Barnes foi 
iniciada no dia da 11ª infusão, e finalizou junto com as infusões, ou seja, o teste 24h da 
segunda sequência ocorre no dia da 15ª infusão. A terceira sequência iniciou-se 10 dias 
após a segunda exposição ao Barnes. Devido à alta mortalidade dos animais com as doses 
maiores apenas animais dos grupos Aβ 30pmoL e salina foram submetidos à 
imunohistoquímica, após perfusão, para detecção dos peptídeos Aβ (figura 16). 
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Figura 16: Delineamento do experimento I, capítulo III. Os animais foram submetidos a 
três sequências de Barnes com intervalos de 10 dias, conforme descrito na sessão 6.3.1. 
No intervalo entre a primeira e segunda sequências, os animais foram submetidos a 
implantação de cânulas, bilateral CA1 e unilateral I.C.V., sendo infundidos por 15 dias 
(primeiro dia em CA1 e I.C.V.; nos dias seguintes, apenas I.C.V.), perfazendo os grupos 
salina, A 30, A 100 e A 300. A segunda sequência de Barnes iniciou-se após a 11ª 
infusão e finalizou após a 15ª com o teste 24h. Ao final dos experimentos 
comportamentais, os animais foram eutanasiados para realização de microtomia e 
imunohistoquimica para peptídeos A. 
 
6.3.2 Resultados  
Taxa de sobrevivência 
 A taxa de sobrevida ao tratamento por infusão intracerebral de peptídeos Aβ está 
mostrada na tabela 1. 
 
Tabela 1: Sobrevida de ratos infundidos intracerebralmente com diferentes concentrações 
de Aβ diariamente por 15 dias. 
Grupo N inicial N final % sobrevida 
Salina 13 8 66,67 
 
Aβ 30 pmol 13 6  46,15 
Aβ 100 pmol 5 1  20 
Aβ 300 pmol 6 3  50 
N= número de animais, contabilizados até o teste 24h do Barnes III. 
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6.3.2.1 Barnes I 
A ANOVA mostrou efeito das exposições para o parâmetro de distância total 
percorrida (F 5,24, 188,82 = 2,41, p= 0,035), e as diferenças específicas entre os trials são 
vistas nos finais comparados ao primeiro (Bonferroni, p<0,05). Também vimos efeito dos 
trials para latência para acerto (F 7,54, 271,60= 6,839, p<0,001), também com diferenças 
específicas dos finais comparados ao primeiro (F 8,92, 321,22 = 5,112, p<0,001; Bonferroni, 
p<0,05). Não verificamos diferenças ao longo das sessões para os parâmetros de latência 
para primeiro erro (F 3,5, 128,75 = 1,87, p=0,125) e para o erro secundário (F 5,18, 186,81 = 0,68, 
p=0,799) (figura 17). 
Observamos efeitos dos trials pelo teste de Friedman quanto ao número de acertos 
ao longo das sessões (X2(15) = 35,89, p=0,002), porém essas diferenças não são 
encontradas entre os dois primeiros trials comparados ao último (Wilcoxon, T=39, 
p=0,683; T=22, p=0,371). Também houve efeito no número de erros totais ao longo dos 
trials (X2(15) = 72,46, p<0,001), essas diferenças residem comparando-se os dois 
primeiros trials ao último (Wilcoxon, T=63, p<0,001; T=97, p=0,002) (figura 18). 
O teste T para amostras pareadas mostrou que a latência para o acerto foi maior 
no teste de 10 dias em comparação ao teste de 24h (t36 = -7,21, p<0,001), mas o mesmo 
não ocorreu para a distância total (p>0,05) (figura 19).  
 
  
77 
 
 
 
Figura 17: Parâmetros avaliados nos treinos do Barnes I, antes do tratamento. Houve 
diferenças estatísticas ao longo das sessões para os parâmetros distância, latência para 
acerto e distância para acerto (ANOVA de medidas repetidas, Bonferroni, *p<0,05, 
comparados ao primeiro trial). N total =36. 
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Figura 18: Parâmetros avaliados nos treinos do Barnes I, antes do tratamento. Houve 
diferenças ao longo dos trials em ambos os parâmetros (Friedman e Wilcoxon, *p<0,05 
comparado aos trials 1 e 2). N total = 36. 
 
 
Figura 19: Parâmetros avaliados nos testes do Barnes I, antes do tratamento (teste T 
pareado, *p<0,05 comparado ao teste 24h). N total = 36. 
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6.3.2.2 Barnes II 
 
A ANOVA apontou que não houve efeito das exposições para os parâmetros de 
distância total percorrida (F 3,58, 53,73 = 2,28, p=0,079), latência (F 4,18, 75,26 = 1,997, p= 
0,101) nem latência para os erros primário (F 4,43, 79,76= 0,648, p= 0,232) e secundário (F 
4,8, 86,72 = 0,648, p= 0,658). Houve efeito da sessão para distância para acerto (F 4,2,1, 75, 85 
= 2,738, p=0,032), porém não foi possível identificar diferenças específicas entre os trials 
(Bonferroni, p>0,05) (figura 20).  
Não pudemos revelar diferenças ao longo das sessões para o número de acertos 
(X2(15) = 16,48, p=0,350), ou secundários (X2(15) = 13,90, p=0,535; porém para o 
número de erros primários, vimos redução ao longo das sessões, com o último trial 
apresentando menor número que o primeiro trial (X2(15) = 29,53, p=0,011; Wilcoxon, 
T=9,5, p=0,004) (dados não representados em figuras). 
Não identificamos quaisquer diferenças entre os grupos em nenhum dos 
parâmetros para os testes 24h e 10 dias (ANOVA de uma via). Comparações entre os 
testes (24h e 10 dias) pelo teste T para amostras pareadas mostram diferenças apenas para 
o grupo salina no parâmetro de latência para o erro primário (t7 = -3,51, p=0,010), bem 
como para a porcentagem de tempo no quadrante alvo (t6= 4, 19, p=0,006) (figura 21). 
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Figura 20: Parâmetros avaliados nos treinos do Barnes II de ratos submetidos à infusão 
repetida com Aβ (30, 100 ou 300 pmol) ou salina. Não houve diferenças estatísticas ao 
longo das sessões, como exceção da distância para acerto, e nem entre os grupos 
(ANOVA de medidas repetidas). N grupo salina = 8, N A 30 = 5, N A 100 = 4, A 300 
= 4.  
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Figura 21: Parâmetros avaliados nos testes do Barnes II de ratos submetidos à infusão 
repetida com Aβ (30 ou 300 pmol) ou salina. Não houve diferença entre os grupos 
(ANOVA de uma via). Aqui o grupo Aβ 100 foi omitido, pois dos quatro animais ainda 
existentes nesse estágio do experimento, três apresentaram imobilidade para explorar o 
aparato, impedindo as análises dos parâmetros. N grupo salina = 8, N A 30 = 5, N A 
100 = 4, A 300 = 4. O grupo A 100 foi retirado a partir dessas análises, pois devido à 
elevado imobilidade, três dos quatro animais não atingiram o alvo. 
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6.3.2.3 Barnes III 
 
A ANOVA não mostrou efeito das exposições para o parâmetro de distância total 
percorrida (F 3,70, 48,20= 2,396, p=0,067). A latência para acerto variou ao longo das sessões 
(F 3,23, 42,04 = 2,765, p=0,050), cujos trials finais diferem do primeiro (Bonferroni, 
p<0,05), sem efeito de grupo ou interação. Verificamos, ainda, diferenças ao longo das 
sessões para a distância para acerto (F 3,19, 44,77 = 4,985, p=0,04), com diferenças 
mostradas a partir do 6º trial em relação ao primeiro trial (Bonferroni, p<0,05). Não 
observamos diferenças quanto a latência para erros primário (F 1,50, 21,13 = 1,048, p=0,349) 
e secundário (F6,70, 93,79 = 1,399, p=0,217) (figura 22). 
Adicionalmente, não identificamos diferenças estatísticas para os números de 
acertos e erros entre sessões (Friedman) nem entre grupos (Kruskal-Wallis, dados não 
representados em figuras).  
Não houve diferenças observadas entre os grupos para nenhum dos parâmetros 
analisados nos testes 24h ou 10 dias (figura 23).  
Corroborando o resultado anterior para o Barnes II, análises entre os testes 
revelaram diferenças para o grupo salina no parâmetro de latência para o erro primário 
(t7= -3,42, p=0,011) e para porcentagem de tempo no quadrante alvo (t6= 5,398, p=0,033) 
indicando habituação ao aparato. 
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Figura 22: Parâmetros avaliados nos treinos do Barnes III de ratos submetidos à infusão 
repetida com Aβ (30 ou 300 pmol) ou salina. Houve diferenças estatísticas ao longo das 
sessões para latência e distância para o acerto (ANOVA de medidas repetidas, Bonferroni, 
*p<0,05 comparados ao trial 1). Aqui não foram mostrados os dados do grupo Aβ 100 
pmol pelo fato de não haver número suficiente de animais no grupo nesse estágio do 
tratamento. N grupo salina = 8, N A 30 = 6, N A 100 = 1, A 300 = 3. 
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Figura 23: Parâmetros avaliados nos treinos do Barnes III de ratos submetidos à infusão 
repetida com Aβ (30 ou 300 pmol) ou salina. Não houve diferença entre os grupos 
(ANOVA) ou entre os testes (teste t pareado). Aqui não foram mostrados os dados do 
grupo Aβ 100 pmol pelo fato de não haver número suficiente de animais no grupo nesse 
estágio do tratamento. N grupo salina = 8, N A 30 = 6, N A 100 = 1, A 300 = 3.  
 
Ao fim dos experimentos comportamentais, os animais dos grupos salina e Aβ 
30pmol foram eutanasiados e submetidos à imunohistoquímica para Aβ. Verificamos um 
aumento da marcação para os peptídeos Aβ no grupo tratado com 30pmoL comparado ao 
controle no hipocampo (t 7= -3,525, p=0,010) e no neocórtex (t7 = -6,033, p=0,001) por 
meio da densidade óptica relativa (figura 24). 
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Figura 24: Imunohistoquímica para peptídeos Aβ. Imagens ilustrativas de um animal 
salina (A); e um animal A. C, densitometria óptica relativa média dos grupos (teste 
T não-pareado, *p<0,05). N salina = 4, N A 30 = 4. 
 
6.4 Experimento II 
 
Efeitos da infusão intracerebral com Aβ 30 pmoL sobre o desempenho geral e as 
estratégias de busca no labirinto de Barnes. 
 
6.4.1 Materiais e métodos 
 
 Quatorze ratos Wistar machos foram submetidos à cirurgia estereotáxica para 
implante de cânulas guias nos mesmos sítios que no experimento anterior e divididos em 
dois grupos: salina e Aβ 30pmoL. Iniciaram-se as infusões nesses animais e, a partir do 
11º dia, os ratos foram submetidos a uma série de exposição ao Barnes, que contou com 
uma sessão de habituação, anterior à primeira sessão de treino, 4 treinos (2 trials por dia 
durante 4 dias) e um teste realizado 3 dias após o último trial. Essas modificações no 
A B 
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protocolo (diminuição do número de trials e aumento do intervalo entre a série de treinos 
e o teste) visaram impor maior dificuldade para execução da tarefa (figura 25). Nesse 
experimento avaliamos, além dos parâmetros habituais para o desempenho no Barnes, as 
estratégias de pesquisa do esconderijo na sessão de teste, conforme descrito previamente. 
Os animais foram submetidos à perfusão uma hora após a execução da sessão teste, porém 
devido a problemas técnicos na preservação do tecido, as análises imunohistoquímicas 
não puderam ser incluídas nesta tese. 
 
 
Figura 25: Delineamento do experimento II, capítulo III. Os animais foram submetidos a 
cirurgia para implante de cânulas CA1 bilateral e I.C.V. unilateral. As infusões foram 
realizadas por 15 dias, seguindo o protocolo anterior, e finalizaram após o último dia de 
treino. O início e o fim das infusões foram representados pelas setas vermelhas. As etapas 
da sequência do Barnes, habituação e treinos, foram efetivadas entre a 10 e a 15ª infusão, 
esta última dada após o último treino, seguindo o protocolo anterior. A seguir realizado 
teste 3 dias e perfusão 1 hora após o teste. Aqui o protocolo de execução do Barnes foi 
alterado para dois trials por dia, durante quatro dias, compondo quatro treinos e teste 3 
dias após o último treino. 
 
6.4.2 Resultados 
 
Observamos por meio da ANOVA efeito das exposições para o parâmetro de 
distância total percorrida (F 7, 84 = 4,28, p<0,001), com redução ao longo dos trials, 
indicando que o trial final difere do trial 1 (Bonferroni, p<0,05), sem efeito de grupo ou 
interação (figura 26).  
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A latência para acerto varia ao longo das sessões (F 2,98,35,83 = 10,39, p<0,001), 
com diferença entre os trials (4, 5-8) comparados ao trial inicial (Bonferroni, p<0,05). 
Vimos diferenças ao longo das sessões também para a distância para acerto (F 7, 84 = 6,80, 
p<0,001), indicando que trial 1 difere dos trials finais 6 a 8 (Bonferroni, p<0,05) (figura 
27).  
Houve ainda efeito das sessões para porcentagem de tempo no quadrante alvo (F 
3,61, 43,40 = 11,41, p<0,001), indicando aumento desse parâmetro nos trials (4, 6 a 8) 
comparadas ao trial 1 (Bonferroni, p<0,05). Não foram detectados efeitos dos trials para 
a latência para o primeiro erro (F 2,72, 32,74 = 1,90, p=0,153), nem para latência para erro 
secundário (F 7,84 = 0,78, p=0,598). Não houve efeito da distância até primeiro erro (F 7, 
84 = 1,11, p= 0,363) e até erro secundário (F 2,96, 35,63 = 0,60, p= 0,602) ao longo das sessões 
(figura 28). 
O teste T para amostras independentes não revelou diferenças entre os grupos 
salina e Aβ, no teste realizado após 3 dias, para os parâmetros de distância percorrida 
(t(4,8)= -1,17, p=0,295), velocidade (t(12) = -1,55, p=0,147), latência para erro 
secundário (t(11,89)= 0,578), latência para primeiro erro (t(12) =0,717, p=0,487) e 
porcentagem no quadrante alvo (t(12) =0,734, p=0,477). No entanto, diferenças 
significativas entre os grupos foram verificados para os parâmetros de latência e distância 
para o acerto (t(12)= -2,67, p=0,020, r =0,61; t(12)= -2,80, p=0,016; r = 0,62), os quais 
mostraram-se aumentados no grupo Aβ comparado ao salina. Tais significâncias foram 
reforçadas por tamanhos de efeito elevados para ambos parâmetros (r >0,50) (figura 29). 
Não houve diferenças entre os grupos para o número de acertos (U=19,50, 
p=0,758), número de erros primários (U=15,50, p=0,384) nem secundários (U=15,00, 
p=0,345), no teste 3 dias (dados não representados em figuras). 
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Figura 26: Parâmetros nos treinos do labirinto de Barnes (modificado para 2 trials por 
treino, 4 treinos) de animais que receberam infusões intracerebrais de salina ou Aβ 
30pmol. Houve diferenças estatísticas ao longo das sessões para os parâmetros distância, 
latência para acerto e distância para acerto e porcentagem de tempo no quadrante alvo 
(ANOVA de medidas repetidas, Bonferroni, *p<0,05 comparados ao trial 1). N salina = 
5, N A 30 = 9. 
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Figura 27: Parâmetros de números de acertos, erros primários e secundários para salina e 
Aβ, no teste 3 dias. Mann-Whitney, p>0,05. N salina = 5, N A 30 = 9. 
 
 
Figura 28: Parâmetros no teste do labirinto de Barnes (realizado com um intervalo de 3 
dias dos treinos) de animais que receberam infusões intracerebrais de salina ou Aβ 
30pmol. (Teste T pareado, *p<0,05). N salina = 5, N A 30 = 9. 
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A figura 29 mostra a análise das estratégias de busca utilizadas pelos animais. 
Encontramos efeito do tratamento para a estratégia usada para solucionar a tarefa (atingir 
o alvo) na sessão de teste (realizada 3 dias após o treino). O grupo salina preferiu a 
estratégia direta como primeira escolha para atingir o alvo comparado ao grupo Aβ (teste 
exato de Fisher, x² (1) = 95.998, p < 0.001), e a probabilidade para essa escolha é de 32 
vezes maior em ser efetuada pelo salina do que pelo Aβ (OR 32.36, 95% CI: 14.61 – 
71.69). Considerando análises de estratégias para a sessão total de teste, o grupo Aβ usou 
em menor porcentagem a estratégia direta comparado ao salina, preferindo outros tipos 
de estratégias (teste exato de Fisher, x² (1) = 20.276, p<0.001; OR 5.091, 95% IC 2.456 
– 10.553). Comparações das estratégias usadas na sessão total por cada grupo com o acaso 
(33,33%) mostraram que o grupo salina usou as estratégias similarmente (direta, t4 = -
0.636, p=0.559; não-direta, t4 = 0.685, p=0.531), porém o grupo Aβ realizou menor 
porcentagem de estratégia direta que o acaso (direta, t8= -3.020, p=0.017; não-direta, t8 = 
3.121, p=0.014).  
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Figura 29: Análise de estratégias de busca no teste do labirinto de Barnes (realizado com 
um intervalo de 3 dias dos treinos) de animais que receberam infusões intracerebrais de 
salina ou Aβ 30pmol. Porcentagem de estratégia inicial (salina x Aβ, Fisher, X², p<0,05). 
Porcentagem de estratégias ao longo da sessão por grupo, linha pontilhada representa a 
escolha ao acaso, estratégias direta e não-direta comparadas ao acaso (Teste T de uma 
amostra, *p<0,05). N salina = 5, N A 30 = 9. 
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6.4.3 Discussão 
 
 Nos experimentos deste capítulo, nós observamos o padrão similar de curvas de 
aprendizado ao longo dos trials para todos os grupos em comparação aos experimentos 
anteriores. Ainda, tal aprendizado evidenciado pelos parâmetros já mencionados de 
distância total, latência e distância para erros e acerto, para porcentagem de tempo no 
quadrante alvo e número de acertos e erros corroboraram o que é geralmente observado 
para o labirinto de Barnes (Barnes, 1979; Pompl et al., 1999; Sunyer et al. 2007). 
Entretanto, devido ao elevado número de comparações na análise entre os trials, o efeito 
das exposições geralmente detectado na ANOVA nem sempre foi confirmado pelas 
análises a posteriori de comparações entre trials específicos.  
 Não determinarmos diferenças significantes entre os grupos com a infusão de 
baixas doses (Nitta et al., 1994, Takeda et al. 2009) e elevada repetição de treinos (Attar 
et al. 2013) conduzindo a alterações de protocolo entre os experimentos. Além disso, a 
inexistência de diferenças entre grupos pode se dever a exposição inicial ao aparato 
anterior à infusão de Aβ, impedindo o efeito em aprendizado já efetivado. Reiserer et al. 
(2007) sugere que exposições repetidas levam ao aprendizado da regra, o que facilita um 
novo aprendizado em exposição seguinte. Ainda, podemos observar que houve uma alta 
variabilidade entre os animais, especialmente nos grupos tratados com as duas doses 
maiores. No experimento I, durante as infusões, os animais apresentaram elevado déficit 
motor e elevada taxa de mortalidade. Como ocorreu alguma mortalidade em todos os 
grupos (apesar de ser maior nas concentrações mais elevadas do tratamento), há a 
possibilidade de que o efeito seja independente da natureza do agente, por compressão 
mecânica do fluido injetado no tecido cerebral, por exemplo. 
 Nosso tratamento com peptídeos Aβ propiciou a sua incorporação no tecido 
cerebral como verificado com a imunohistoquímica e a densitometria óptica relativa, 
tendo o grupo Aβ apresentado maior expressão dos peptídeos, que o corrobora a infusão 
na direção da validade de constructo (Takeda et al. 2009). Entretanto nossa dose baixa de 
infusão, 30pmol, apesar de levar a incorporação dos peptídeos no tecido cerebral, não 
causou déficits pronunciados, como verificado em outros protocolos (Han et al., 2011; 
Tran et al., 2011; Cioanca et al., 2013). Porém, ainda com baixa dose, um déficit espacial 
sutil pôde ser confirmado (experimento 2). Nossos achados suportam outros que afirmam 
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que alterações neurotóxicas ocorrem antes mesmo da detecção dos sinais de déficits 
cognitivos (Foster, 2012; Braak & Braak, 1991a; Hardy & Selkoe, 2002; Desikan et al., 
2012; Sperling et al., 2011; 2014).  
 Mostramos que animais que receberam Aβ 30 pmoL no experimento II 
apresentaram aumento da latência e distância para o acerto, no teste de 3 dias, ao contrário 
do que ocorreu no experimento I, no qual o teste foi realizado com 24 h de intervalo. Esse 
resultado indica que as mudanças de protocolo, reduzindo o número de trials por treino, 
e aumentando o intervalo de teste, permitiram a detecção de diferenças entre animais 
infundidos com Aβ 30 pmoL e o controle. Contudo, diferenças em outros parâmetros do 
teste 3 dias não foram observadas (número de erros e porcentagem de tempo no 
quandrante alvo), indicando que o grupo tratado apresentou alguma evocação. Entretanto, 
animais Aβ 30 mostraram preferência por estratégias do tipo não-diretas para encontrar a 
localização do esconderijo, corroborando o prejuízo na evocação espacial, a despeito do 
desempenho não ser completamente abolido. Por fim, a distância total no teste 3 dias não 
diferiu entre os grupos, indicando que os peptídeos não alteraram aspectos motores ou 
motivacionais.  
 Nossos dados do experimento II estão de acordo com estudos prévios que sugeriram 
os peptídeos amilóides como interferentes na conectividade hipocampal, necessária para 
navegação espacial e escolha de estratégia (Pouzet et al., 2002; Savonenko et al., 2005; 
O’Leary & Brown, 2009). Nesse estudo, as análises de estratégias para primeira escolha 
indicaram que o grupo salina preferiu a estratégia direta às demais, enquanto o grupo Aβ 
apresentou o padrão oposto. Tal resultado sugere que o déficit promovido pelo Aβ foi 
evidenciado pelo tipo de navegação escolhida, modificando o desempenho espacial 
comparado ao controle. Notadamente, quando os animais foram analisados pela média de 
porcentagem de estratégia adotada dentro do grupo, os animais Aβ mostraram preferência 
por estratégias não-diretas acima do acaso, enquanto os animais salina não mostraram 
diferenças entre as estratégias e o acaso. Apesar da aparente contradição, o resultado foi 
decorrente da aleatorização na procura pelo local seguro ao longo da sessão total de teste 
(Harrison et al., 2006). Em outras palavras, apesar de inicialmente preferirem a estratégia 
direta, no caso do grupo controle, os animais acabaram diversificando os tipos de busca 
ao longo da sessão de teste por não haver mais a presença do esconderijo. 
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 O labirinto de Barnes tem sido usado em estudos de aprendizado espacial e memória 
em modelos transgênicos de Alzheimer (Pompl et al., 1999; Reiserer et al., 2007; O’Leary 
and Brown, 2009). Pompl, et al. (1999) sugeriram que animais transgênicos apresentaram 
dificuldade na execução da memória de referência espacial para atingir um lugar 
específico (Chapman et al., 1999; Chen et al., 2000; Janus, 2004). Esse resultado reproduz 
o déficit de memória encontrado em pacientes com Alzheimer (Kaskie & Storandt, 1995) 
devido ao prejuízo na função hipocampal (McNaughton et al., 1989; Poucet et al., 1991; 
McDonald & White, 1993). Rodriguez et al. (2013) demonstrou que camundondos 
expressando APOE4, um alelo de risco para o Alzheimer, apresentaram retardo no 
aprendizado e recordação na tarefa de Barnes. Eles também apresentaram redução no 
comprimento e densidade de espinhas dendríticas no córtex entorrinal medial, cujas 
alterações foram relacionadas ao prejuízo espacial precoce. Prut et al. (2007) mostraram 
que o modelo transgênico APP23 teve aumento na latência para atingir o alvo e no número 
de erros ao longo dos treinos no Barnes, além de deposição de placas no hipocampo e 
neocórtex. Além disso, esses animais expressaram retardo na troca da estratégia não-
espacial para a espacial no curso dos treinos. No nosso estudo, não observamos alterações 
durante o treino do Barnes, provavelmente devido à natureza leve do déficit induzido em 
nosso protocolo. De fato, observamos diferenças com prejuízo espacial apenas na fase de 
evocação (teste 3 dias). 
 Em consonância com a dificuldade no uso de habilidades espaciais, Janus (2004) 
encontraram que o transgênico (TgCRND8) não usou estratégias espaciais no Morris, 
entretanto aprenderam a atingir o objetivo (alvo) usando estratégias não-espaciais. Hamm 
et al. (2017) também estudaram o modelo transgênico TgCRND8 e verificaram prejuízo 
na associação objeto e lugar em tarefa hipocampo-dependente. Em geral, estudos prévios 
sugeriram que o prejuízo no aprendizado e recordação da memória em modelos de 
Alzheimer são devido a déficits no uso de estratégias espaciais promovidas pelo acúmulo 
ou aumento na produção de peptídeos Aβ. De maneira complementar, nossos resultados 
mostraram alterações sutis no desempenho espacial e no uso preferencial de outras 
estratégias não classificadas como direta, em decorrência da infusão de peptídeos Aβ, 
sugerindo similaridade com estágios precoces da doença de Alzheimer. 
 Versões de labirintos espaciais usados em estudos com humanos em ambientes 
virtuais avaliam também a detecção de déficits de memória induzidos por dano 
hipocampal (Skelton et al., 2000; Moffat et al., 2001; Astur et al., 2002; Bohbot et al., 
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2004; Bartsch et al., 2010; Goodrich-Hunsaker et al., 2010; Kumaran et al., 2007). Tais 
investigações na navegação espacial em humanos poderiam permitir a detecção precoce 
da demência para intervenções terapêuticas no curso inicial da doença, aumentando à 
eficácia do tratamento. 
 Da mesma forma que em roedores, a exposição contínua a tarefas diminui a 
possibilidade de detecção do prejuízo (Jansen et al., 2010). Por outro lado, a demora na 
execução da implementação da recordação também favorece a detecção do déficit 
memória episódica (Albert, 1997; Foster, 1999). A respeito disso, contrário aos resultados 
descritos no nosso estudo, Hamm et al. (2017) não verificaram prejuízo no desempenho 
do Barnes. Tais achados contraditórios possivelmente se devem à redução do número de 
trials de treino e aumento do intervalo entre treino e teste no nosso estudo, comparado ao 
estudo de Hamm et al. (2017). Essas discrepâncias também foram verificadas no presente 
trabalho entre os experimentos, mostrando que aqueles onde os animais foram expostos 
a maior número de trials e com testes realizados 24h após os treinos, não puderam relevar 
diferenças entre os tratados com Aβ e seus controles. 
Nossos dados corroboraram estudos que sugeriram que alterações iniciais podiam 
estar relacionadas com a neurotoxicidade de Aβ, prejudicando a evocação espacial e, 
portanto, deviam afetar mecanismos moleculares/bioquímicos. Nesse sentido, mais 
estudos precisam ser realizados. Achados anteriores evidenciaram a atividade sináptica 
de vários receptores glutamatérgicos, colinérgicos, serotoninérgicos, adrenérgicos e 
gama-aminobutíricos sendo moduladas pela indução de Aβ (Cheng et al., 2014; Dickey 
et al., 2004). A ativação de genes imediatos pode ser epigeneticamente regulada por APP 
(proteína precursora amiloide), cuja expressão basal já se apresenta elevada em 
detrimento da indução gênica após a exposição ao meio (Hendrickx et al., 2014). Corbett 
e cols. (2017) encontraram que camundongos transgênicos para APP tiveram redução na 
expressão de c-Fos no giro denteado após ativação por crise epilética.  Assim, a 
desregulação na expressão de genes imediatos induzida por peptídeos Aβ pôde promover 
mecanismos apoptóticos e inflamatórios precedendo a degeneração sináptica e a morte 
neuronal (Smeyne et al., 1993; Anderson et al., 1994; 1995; Dickey, et al. 2003; 2004; 
LeBlanc et al., 2014; Ramcharitar et al., 2013). Em nosso experimento II, os animais 
foram eutanasiados uma hora após a realização do teste 3 dias e submetidos a 
imunohistoquímica para genes imediatos (c-Fos e Zif-268) para verificar a influência de 
Aβ sobre a expressão gênica e, por consequência sobre os processos de ativação neuronal 
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e consolidação, entretanto devido aos problemas técnicos que ocorreram na preservação 
do tecido, desconsideramos esses resultados. Sendo assim, estudos futuros realizando a 
análise de genes imediatos em protocolo semelhante ao aqui empregado podem fornecer 
evidências para a relação entre Aβ, déficits de memória espacial e ativação de genes 
imediatos. 
 Palop e cols. (2005) relataram déficits de aprendizado em camundongos 
transgênicos para hAPP, mesmo sem identificação da formação de placas. Eles 
concluíram que a redução na atividade neuronal contribuiu para déficits no modelo. Essa 
redução na ativação neuronal tem sido verificada em humanos com a doença (Christensen 
et al., 2013; Reisberg, 2006). Hamm et al. (2017) verificaram que camundongos 
transgênicos (TgCRND8) apresentaram mudanças nas redes inibitórias hipocampais 
decrescendo a expressão de c-Fos em CA1. Assim, peptídeos Aβ poderiam interferir com 
atividade em CA1 mesmo em baixas quantidades, conduzindo a alterações nas redes 
inibitórias e transmissão sináptica (Funato et al., 1998). Em adição, enquanto há evidência 
de vulnerabilidade dos neurônios CA1 em estágios precoces da doença (Counts et al., 
2014), o giro denteado exibe resistência a alterações induzidas por Aβ (Braak, et al. 1992; 
West, et al. 1994; Thal, et al. 2002). De fato, alterações precoces também demonstram o 
envolvimento do córtex entorrinal (Braak, et al. 1992; West, et al. 1994; Gomez-Isla, et 
al. 1996). Os peptídeos Aβ desencadeiam modificações no circuito responsável pela 
memória espacial, no caso do nosso estudo, verificamos um leve déficit espacial e 
modificações na pesquisa de estratégias da tarefa. Caso o tratamento com peptídeos Aβ 
fosse mais prolongado ou com doses superiores àquela utilizada poderíamos verificar 
déficits mais pronunciados ou a total inabilidade na realização da tarefa. Realizamos tais 
tratamentos no experimento I, mas os mesmos permanecem por serem investigados com 
as alterações de protocolo na exposição ao labirinto do último experimento. 
 A etiologia do Alzheimer ainda é desconhecida, contudo um grande número de 
evidências apoiando a associação dos peptídeos Aβ como fatores contribuintes para 
disfunções neuronais e déficits cognitivos (Braak & Braak, 1991a); Palop et al., 2003; 
Dickey et al., 2003; 2004; Eustache et al., 2004; Sadek et al., 2004). O protocolo de 
infusão de Aβ usado aqui induziu um sutil déficit cognitivo no desempenho da tarefa, 
aproximando-o dos achados iniciais navegacionais no Alzheimer, pré-clínicos ou 
sintomáticos (Henderson et al. 1989; Ishii et al., 2005; Bohbot et al., 2007; Cushman et 
al., 2008). A detecção de mudanças cognitivas sutis sob a infusão de Aβ em baixa dose 
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(30pmoL) é mais apropriado para investigação dos mecanismos moleculares e potenciais 
neuroprotetores, pois aumentam a eficácia de intervenções no sentindo de barrar a doença. 
Além disso, animais tratados com Aβ apresentaram alguma expressão na evocação da 
memória, porém utilizando estratégias distintas daquelas efetuadas na condição 
fisiológica não alterada. Nossos dados de alterações sutis na memória espacial induzidas 
por Aβ, aproximam-se da manifestação inicial do Alzheimer, indicando que os déficits já 
existem e protocolos adequados são capazes de detectá-los, no caso, a forma de navegação 
no aparato espacial por meio da investigação de estratégias. Assim, nosso trabalho se 
torna relevante para investigações mecanicísticas e terapêuticas em estágios precoces ou 
pré-clínicos. 
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7. Capítulo IV  
 
Efeitos do extrato hidroalcóolico de Erythrina velutina sobre o desempenho de 
animais infundidos com peptídeos Aβ no labirinto de Barnes 
 
7.1 Introdução 
 
Erythrina é um gênero composto por plantas da família Fabaceae. Erythrina 
velutina é popularmente conhecida como “mulungu”, tem ocorrência endêmica ao longo 
da costa norte e nordeste do Brasil, e seu extrato de folhas ou casca apresenta propriedades 
sedativas e calmantes, utilizadas pela medicina popular (Dantas, et al. 2004; Santos, et al. 
2012a; Teske & Trentini, 1995; Matos, 1997). Estudos fitoquímicos revelam a presença 
dos flavonóides, alcalóides (McKee, et al.1997; Garcia-Mateos, et al. 1981; Kòbaiashi, et 
al. 1997; Telikepalli, et al. 1990; Hegde, et al. 1997), fenóis, taninas, antocianinas, 
xantonas, esteróides, triterpenos, saponinas e cumarinas, no extrato aquoso das folhas de 
E. velutina (Matos, 1997). O gênero Erythrina é muito rico em metabólitos secundários 
da classe flavonóide (Majinda et al., 2005). Porém, o componente de maior atividade 
biológica presente no mulungu são os alcalóides (Ozawa et al. 2009). 
Flavonóides podem afetar funções celulares agindo sobre fatores como 
prostaglandinas, TNF e COX, atuando como anti-inflamatórios (Middleton et al., 2000; 
Talhouk et al., 2007). Exibem ainda, propriedades antioxidantes sobre espécies reativas 
de oxigênio, prevenindo os efeitos deletérios do estresse oxidativo em doenças e no 
avanço da idade (Gutteridge, 1993, Hartman et al. 2006). Estudos mostram que 
flavonóides afetam a memória e cognição promovendo o fluxo sanguíneo cerebrovascular 
e atuando contra a neurodegeneração (Spencer, 2009), em modelos animais de prejuízo 
cognitivo da idade avançada (Ramirez & Izquierdo, 2005; Joseph et al. 1999, Casadesus 
et al. 2009). 
Estudos anteriores apoiam os efeitos ansiolíticos da E. velutina (Ribeiro, et al. 
2006; Onusic, et al. 2002; Onusic, et al. 2003; Dantas, et al. 2004; Marchioro, et al. 2005) 
e, em baixas doses, amnésicos (Dantas et al. 2004; Raupp, et al. 2008), indicando a 
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separação entre efeitos ansiolíticos e amnésicos dependendo da dose, além de sugerir que 
o aumento da dose eleva algum constituinte que exerce ação antiamnésica (Raupp, et al. 
2008). A inibição de acetilcolinesterase e de butirilcolinesterase foi avaliada em cérebros 
de camundongos, in vitro e ex vivo, com a administração dos extratos aquoso e alcalóide 
de E. velutina (Santos, et al. 2012a). Uma redução na atividade colinérgica é associada à 
disfunção cognitiva em doenças como o Alzheimer (Cohen-Salmon et al. 1997, Cohen & 
Eichenbaum, 1993). A hipótese colinérgica foi a primeira proposta para explicar a cauda 
da doença, sendo baseada nos fatos de que o curso da doença evidencia redução da 
acetilcolina (Davies & Maloney, 1976; Bowen et al. 1976; Bowen et al. 1977), bem como 
a redução no número de neurônios colinérgicos, cuja maior concentração se origina no 
núcleo basal de Meynert (Whitehouse et al. 1981). A perda de inervação colinérgica foi 
associada à deposição de placas neuríticas (Struble et al. 1982). Embora existam outras 
hipóteses que tentam explicar a patologia, como a hipótese da cascata amilóide (Hardy & 
Allsop, 1991) e outras disfunções de neurotransmissores (Cheng et al., 2014; Dickey et 
al., 2004), os medicamentos mais efetivos no retardo da progressão são os inibidores da 
colinesterase (Mori et al. 2006). 
Alcalóides naturais são considerados potenciais para ação anticolinesterásica, no 
intuito de identificar outros agentes terapêuticos para o Alzheimer, como ocorreu com 
outros fármacos usados atualmente e de constituição alcalóide, rivastigmina, fisostigmina 
e galantamina (Ballard, et al. 2011). Nesse sentido, a huperzina A tem sido mostrada 
como agente promissor em estudos anteriores (Zhang et al. 2006). É crescente, portanto 
o interesse na identificação e isolamento de compostos de constituição alcalóide para o 
desenvolvimento de novos inibidores da colinesterase (Konrath et al., 2013). 
Corroborando esse fato, o uso dos extratos de E. velutina poderia ser um aliado na 
terapêutica da demência (Santos, et al. 2012a). Além disso, estudos prévios mostrando 
efeitos sedativos e ansiolíticos de extratos das folhas de E. velutina (Ribeiro, et al. 2006; 
Onusic, et al. 2002; Onusic, et al. 2003; Dantas, et al. 2004; Marchioro, et al. 2005) 
reforçam ainda mais seu uso como terapêutica para o Alzheimer, já que a agitação e a 
ansiedade estão entre as comorbidades presentes (Mega, et al. 1996), melhorando a 
qualidade de vida geral (Santos, et al. 2012a). 
Estudo recente mostrou atividade antiinflamatória e anticoagulantes de inibidor 
da família Kunitz de sementes de E. velutina, em modelos de sepse peritonial (Machado, 
et al. 2013). Os inibidores do tipo-Kunitz são bem caracterizados como bloqueadores de 
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serina-peptidases envolvidas, por exemplo, em inflamação (González-gonzález, et al. 
2003; Fan & Wu, 2005; Santos, et al. 2012b), corroborando o uso de E. velutina no 
Alzheimer (McGeer, et al. 2006; Sastre et al., 2011). 
Os alcalóides também possuem potentes propriedades antioxidantes, contribuindo 
com o efeito neuroprotetor sobre o estresse oxidativo, o qual constitui-se em um evento 
precoce no curso da doença (Konrath et al., 2013). Além de deslocar a cascata amilóide 
para via não-amiloidogênica (Jung, et al. 2009), promovendo a inibição das enzimas - e 
-secretases (Lleo et al., 2006; Mangialasche et al., 2010). Apoiando esses achados, a E. 
velutina tem se mostrado um potencial agente terapêutico, haja vista sua composição e 
mecanismos de ação sugeridos em trabalhos anteriores, mostrando ação antiamnésica e 
inibição sobre as colinesterases (Raupp, et al. 2008; Santos, et al. 2012a; Carvalho, et al. 
2009). 
 Apesar dessas indicações de potencial efeito benéfico em doenças 
neurodegenerativas em geral, e em específico na Doença de Alzheimer, os efeitos da 
Erythrina velutina vem sendo pouco explorados na literatura. Ainda, o estudo de 
potenciais tratamentos neuroprotetores em doenças neurodegenerativas idealmente deve 
ser realizado por meio de protocolos que permitam a investigação de etapas iniciais da 
doença, bem como sua progressão, dado que sua efetividade está intimamente relacionada 
à precocidade. Nesse sentido, nosso estudo propõe a investigação dos efeitos 
comportamentais para avaliar o potencial terapêutico do composto sobre o desempenho 
de animais infundidos cronicamente com Aβ e testados em uma tarefa espacial, usando o 
labirinto de Barnes. 
 
 
7.2 Objetivo 
 
Verificar os efeitos do extrato hidroalcoólico de E. velutina no desempenho de ratos 
tratados com Aβ no labirinto de Barnes. 
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7.3 Materiais e métodos 
  
 Trinta e dois ratos machos Wistar foram divididos em 4 grupos, que receberam 
oralmente salina ou 200mg/kg de mulungu e, salina ou Aβ 30pmoL, intracerebralmente, 
compondo os grupos: sal/sal, sal/Aβ, mul/sal e mul/Aβ. O mulungu (200mg/kg) ou a 
salina foram administrados oralmente (gavagem) 8 dias antes do início das infusões de 
Aβ e o tratamento persistiu todos os dias até o fim dos experimentos, compondo 40 dias 
de administração de mulungu e avaliações ao longo do tempo. A infusão de beta-amilóide 
aconteceu por 15 dias: no primeiro dia 0,5microL de Aβ ou sal bilateralmente em CA1 
bilateral e no ventrículo lateral, e a partir do 2º dia até 15º, a infusão é diária no ventrículo, 
como descrito anteriormente. Nesse experimento, devido à alta mortalidade verificada no 
experimento anterior, realizamos apenas a dose de 30pmoL. São realizadas 2 sequências 
de Barnes, a primeira, assim como no experimento anterior foi feita a partir do 11º ao 15º 
dia de infusão e a segunda sequência, 10 dias depois. Na primeira sequência, os animais 
passaram por uma habituação no dia anterior à série de treinos. Os animais foram 
submetidos a uma série de dois trials por dia, durante quatro dias e, para cada sequência 
foram realizados teste 24h e reteste 3 dias, adicionalmente apenas a primeira sequência 
contou com reteste 10 dias (figura 30). 
 
 
Figura 30: Delineamento experimental do capítulo IV. Os animais foram submetidos a 
gavagem de mulungu 200mg/kg ou salina por todo o procedimento comportamental, 
iniciando 8 dias antes do início das infusões. As infusões de salina ou A 30 pmol foram 
realizadas por 15 dias (CA1 bilateral e I.C.V. unilateral); o início e o fim das infusões 
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foram representadas por setas vermelhas. Dessa forma, os animais foram divididos em 
quatro grupos: salina, salina/A, mulungu/salina, mulungu/A, submetidos a duas 
sequências de Barnes, a primeira coincide com as 11ª e 15ª infusões. O procedimento do 
Barnes compreende dois trials por dia, durante quatro dias (treinos), teste 24h, teste 3 
e/ou 10 dias. Ao final da segunda sequência, os animais foram eutanasiados. 
 
 
7.4  Resultados 
 
7.4.1 Barnes I 
 
A ANOVA mostrou efeito das exposições para o parâmetro de distância total 
percorrida (F7,196 = 9,91, p<0,001), a qual diminuiu ao longo dos trials, mas sem interação 
(F21, 196 = 0,973, p=0,499) e sem efeito de grupo (F3, 28= 2,491, p=0,081). O mesmo perfil 
de efeitos ocorreu para a porcentagem de tempo no quadrante alvo (efeito de sessões - F 
4,83, 135,31 = 23,794, p<0,001), a qual aumentou ao longo dos trials. Para ambos, o primeiro 
trial difere dos demais (Bonferroni, p<0,05) (figura 31). 
Houve efeito das sessões para a latência ao acerto (F 7, 196= 28,580, p<0,001), 
indicando que redução do trial 1 aos demais (Bonferroni, p<0,05), sem efeito de grupo (F 
3, 28 = 0,261, p = 0,131) ou interação (F 21, 196= 0,980, p = 0,480). Vimos ainda efeito da 
distância ao acerto ao longo dos trials, sendo que o trial 1 difere dos demais (F 7, 196= 
11,490, p<0,001; Bonferroni, p<0,05). Houve efeito das sessões para a latência para o 
primeiro erro (F 1,12, 31,61 = 6,28, p=0,015; Bonferroni, p<0,05), mas não foi observado 
para latência para o erro secundário (F 7,196 = 1,225, p=0,291) (figura 31).  
Não foram observadas diferenças entre os grupos para nenhum dos parâmetros 
analisados (distância total, latência/distância ao acerto, latência/distância para erros 
primário e secundário ou porcentagem de tempo no quadrante alvo) em nenhum dos testes 
efetuados (24h, 3 dias e 10 dias ANOVA de uma via). Avaliando-se a latência para acerto 
entre os testes também não foram observadas diferenças (F 1,8 = 1,850, p=0,219) (figura 
32).  
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Figura 31: Parâmetros avaliados por trial no Barnes I de animais tratados com infusão 
intracerebral de salina (SAL) ou Aβ 30 pmol, concomitantemente ao tratamento por via 
oral com SAL ou 200 mg/kg de mulungu (MUL). Houve diferenças estatísticas ao longo 
das sessões para todos os parâmetros, exceto para a latência para o erro secundário 
(ANOVA de medidas repetidas, Bonferroni, #p<0,05 comparado aos demais trials, 
*p<0,05 comparado ao trial 1). Não houve efeito do grupo. N = 8, em cada grupo. 
 
 
# 
# 
# # 
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Figura 32: Parâmetros avaliados nos testes realizados 24h, 3 e 10 dias após os treinos no 
Barnes I de animais tratados com infusão intracerebral de salina (SAL) ou Aβ 30 pmol, 
concomitantemente ao tratamento por via oral com SAL ou 200 mg/kg de mulungu 
(MUL). Não houve diferenças entre os grupos (ANOVA de uma via). N = 8, em cada 
grupo. 
 
7.4.2 Barnes II 
 
A ANOVA mostrou efeito das exposições para o parâmetro de distância total 
percorrida (F4,3, 121,9= 8,47, p<0,001), onde o trial 1 difere dos trials finais (Bonferroni, 
p<0,05). A porcentagem de tempo no quadrante alvo aumenta ao longo das sessões (F 
4,73, 13,83 = 18,011, p<0,001), o primeiro trial difere dos demais (Bonferroni, p<0,05) 
(figura 33). 
Houve efeito das sessões para a latência ao acerto (F 1,6, 45,47 = 22,74, p<0,001) e 
para distância ao acerto (F 2,67, 74,97= 15,085, p<0,001), indicando que redução do trial 1 
aos demais (Bonferroni, p<0,05). Vimos ainda aumento da latência para o primeiro erro 
ao longo das sessões, em que trial 3 difere do 7 (F 4,69, 131,44 = 3,26, p=0,010; Bonferroni, 
p<0,05), bem como da latência para o erro secundário, com diferenças indicadas entre 
trial 8 e trials 5, 7 (F 7,196 = 2,85, p=0,007, Bonferroni, p<0,05) (figura 33).  
O número de erros totais varia ao longo das sessões para os grupos (Friedman, X² 
(7) = 62,01, p<0,001), com testes de Wilcoxon indicando redução do trial 1 para o último 
(T=101, p=0,002, r =0,17) (dados não representados em figuras). 
De maneira similar ao Barnes I, nos testes de 24h ou 3 dias do Barnes II também 
não vimos diferenças entre os grupos para nenhum dos parâmetros analisados (distância 
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total, latência/distância ao acerto, latência/distância para erros primário e secundário ou 
porcentagem de tempo no quadrante alvo, ANOVA de uma via) (figura 34). Também não 
verificamos diferenças entre os grupos para os parâmetros de número de acertos e erros 
(primários, secundários ou totais), nas sessões de testes 24h ou 3 dias (Kruskal-Wallis) 
(dados não representados em figuras).  
 
Figura 33: Parâmetros avaliados por trial no Barnes II de animais tratados com infusão 
intracerebral de salina (SAL) ou Aβ 30 pmol, concomitantemente ao tratamento por via 
oral com SAL ou 200 mg/kg de mulungu (MUL). Houve diferenças estatísticas ao longo 
das sessões para todos os parâmetros (ANOVA de medidas repetidas, Bonferroni, #p<0,05 
# 
# 
# 
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comparado aos demais trials, *p<0,05 comparado ao trial 1). Não houve efeito do grupo. 
N = 8, em cada grupo. 
 
 
 
Figura 34: Parâmetros avaliados nos testes realizados 24h e 3 dias após os treinos no 
Barnes I de animais tratados com infusão intracerebral de salina (SAL) ou Aβ 30 pmol, 
concomitantemente ao tratamento por via oral com SAL ou 200 mg/kg de mulungu 
(MUL). Não houve diferenças entre os grupos (ANOVA de uma via). N = 8, em cada 
grupo. 
 
7.5 Discussão 
 
 Verificamos, em ambas as sequências de Barnes, o efeito das exposições em trials 
para os parâmetros já descritos (Barnes, 1979, Sunyer et al., 2007, Pompl et al., 1999), 
corroborando os experimentos anteriores. Ainda, não houve efeito de grupo ou interação. 
Esses dados reproduzem os resultados anteriores do experimento com diferentes doses de 
Aβ indicando que em ambos não pudemos verificar os déficits previamente verificados 
na literatura (Nitta et al., 1994; Takeda et al. 2009; Han et al., 2011; Cioanca et al., 2013). 
Mesmo com a redução do número de trials durante os treinos nesse experimento 
comparado ao experimento I do capítulo III (em que utilizamos diferentes doses de Aβ), 
ainda sobre as diferenças de protocolos entre os experimentos, nesse experimento 
referente ao capítulo IV inserimos o teste 24h, o que pode ser interferido no teste 3 dias, 
impedindo a visualização de déficits na evocação do grupo sal/Aβ. 
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 Foram observadas diferenças entre os grupos mul/Aβ comparados a sal/Aβ e seu 
controle, mul/sal, apenas para o parâmetro número de erros secundários indicando que o 
grupo mul/Aβ apresentou menor número comparado aos demais, no teste 10 dias. O 
número de erros secundários se refere a uma medida de memória de procedimentos 
(Barnes, 1979; Barrett et al., 2009), sugerindo a recidiva nos mesmos buracos errados 
pesquisados anteriormente, o que indicaria uma proteção pelo mulungu. Entretanto, os 
animais sal/Aβ não diferiram do seu controle, logo a interpretação de proteção não pôde 
ser confirmada. Ao mesmo tempo, o efeito do mulungu poderia ser devido à motivação 
para exploração, porém isso não foi confirmado, já que não há diferença nas distâncias 
percorridas no teste 10 dias. 
 Nossos dados não corroboraram os efeitos comportamentais positivos do 
mulungu, verificados em estudos anteriores. Santos e cols. (2012a) mostraram inibição 
de colinesterases pelo extrato aquoso e alcalóide de mulungu, tanto in vitro, quanto ex 
vivo, após tratamento agudo oral de diferentes doses (100, 200 ou 400mg/kg). Nesse 
estudo, somente a dose mais elevada do extrato aquoso (400mg/kg) foi capaz de inibir a 
atividade das colinesterases, enquanto todas as doses do extrato alcalóide causaram a 
inibição, atividade dose-dependente, sugerindo a ação anticolinesterásica do extrato e 
potencial terapêutico para o Alzheimer. 
 Outro extrato aquoso de planta asiática, Polygonum minus Huds (Lineminus™), 
cujas folhas possuem potencial antioxidante, devido à constituição flavonóide, mostrou 
efeito de melhora na cognição e memória de roedores submetidos à tarefa de Barnes. A 
disfunção cognitiva foi induzida por escopolamina e o Lineminus™ na dose de 100mg/kg 
reduziu o número de erros primários e a latência para o alvo, bem como elevou o tempo 
no quadrante alvo. O efeito do extrato foi similar ao verificado por agentes já confirmados 
como terapêuticos, o extrato de Gingko biloba e donepezila, revertendo o déficit de 
memória induzido pela escopolamina e apresentando ação anticolinesterásica e 
antioxidante (George et al. 2014). O extrato de Gingko biloba mostrou melhora da 
memória, normalizando déficits cognitivos em modelos animais (Yamamoto et al. 2007), 
bem como em pacientes acometidos com Alzheimer (Hofferberth et al. 1994). 
Extratos da planta P. minus apresentaram atividade inibitória da peroxidação 
lipídica induzida por escopolamina (Kim et al. 2009), bem como redução da atividade de 
espécies reativas de oxigênio, protegendo contra o declínio cognitivo (Spencer et al. 
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2009). O que sugere que P. minus, com predomínio de flavonóides apresentam efeitos 
antiamnésicos decorrentes da atividade antioxidante. 
Morzelle et al. (2016) demonstrou os efeitos de 800mg/kg/dia de pomegranate 
(Punica granatum) sob a infusão de 0,51nmol de Aβ 1-42, usando mini-bombas 
osmóticas, ambos tratamentos foram realizados por 35 dias em camundongos, em tarefa 
de Barnes. Animais tratados com o extrato exibiram o comportamento de aprendizado, 
atingindo o alvo, enquanto o grupo Aβ foi incapaz de localizá-lo. O extrato também 
reduziu a densidade de placas, a atividade da acetilcolinesterase, a peroxidação lipídica e 
a concentração da citocina pró-inflamatória TNF-a, além de elevar a expressão de BDNF. 
Efeitos benéficos do extrato também foram visualizados em modelo transgênico de 
Alzheimer (Subash et al. 2015). 
  Esses estudos verificaram a atividade neuroprotetora de extratos com compostos 
alcalóides e flavonóides, revelando efeitos anticolinesterásicos e antioxidantes inclusive 
em modelos de Aβ com avaliação cognitiva (Morzelle et al. 2016; Huang et al., 2011), 
entretanto nossos experimentos não verificaram efeitos comportamentais positivos sobre 
a memória, pois ela não foi afetada pela infusão de Aβ 30pmoL para os parâmetros 
clássicos do labirinto de Barnes. Algumas considerações precisam ser levantadas, nossa 
infusão configurou uma dose muito baixa, não utilizada na literatura (Morzelle et al. 2016; 
Huang et al., 2011), pois nosso intuito era a indução sutil de déficits cognitivos para 
pesquisa de potenciais neuroprotetores. Nossa indução foi efetivada no experimento 
anterior de uma única exposição ao Barnes, com redução do número de trials e aumento 
do intervalo para o teste (experimento II, capítulo III), no qual pudemos demonstrar 
déficits sutis decorrentes da infusão de 30pmol quanto à utilização de estratégias de busca. 
Nossos dados para o experimento de avaliação do potencial neuroprotetor não revelaram 
diferenças entre grupos conforme demonstramos ao longo dos demais experimentos, 
indicando que o elevado número de comparações (Field, 2005) e a repetição das tarefas 
reforçam o aprendizado a cada nova exposição (Barnes, 1979; Reiserer et al. 2007), 
eliminando sutis diferenças entre grupos. Dessa forma, seria interessante futuramente 
verificar os efeitos desse potencial tratamento neuroprotetor por um protocolo semelhante 
ao utilizado no referido experimento anterior.   
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8.  Conclusões 
 
 A tarefa de Barnes pôde ser executada em múltiplas sequências, configurando 
diferentes aprendizados, havendo reprodutibilidade nos parâmetros de memória 
intra-sessões e entre sequências; verificamos ainda que o implante das cânulas não 
influenciou negativamente o desempenho, haja vista não termos identificado 
diferenças significativas do seu controle sem implante (capítulo I). Assim, a tarefa 
pôde ser repetida e a cirurgia não prejudicou a sua execução. 
 Verificamos ainda que o desenho experimental influencia o desempenho da tarefa. 
Aqui identificamos que distintas demandas na evocação da memória espacial 
produziram diferenças na maneira de atingir o objetivo da tarefa por meio da 
avaliação de estratégias. Além disso, os animais concluíram a tarefa mesmo na 
ausência de pistas distais, sugerindo uma adaptação à navegação guiada por pistas 
espaciais (capítulo II). 
 Não conseguimos determinar diferenças entre animais submetidos a infusão de 
diferentes doses de peptídeos Aβ com a infusão sendo realizada após a primeira 
sequência de aprendizado (Barnes I) e com larga repetição de trials, o que nos 
levou a alterações de protocolo, no entanto, pudemos verificar a incorporação de 
peptídeos no tecido cerebral, ainda que sem determinação de déficits espaciais 
(experimento I, capítulo III).  
 Ao reduzirmos o número de trials à metade e elevarmos o intervalo entre o 
aprendizado e a evocação, pudemos determinar déficits espaciais mesmo com 
baixa dose (30pmol). Verificamos além de redução do desempenho nos 
parâmetros habitualmente usados no labirinto de Barnes, alterações na estratégia 
de busca pelo local seguro, indicando que a infusão promoveu déficits expressos 
na forma de execução da tarefa, sem aboli-la (experimento II, capítulo III). 
 Não foi possível verificar o potencial neuroprotetor do extrato hidroalcóolico de 
Erythrina velutina, pois não identificamos efeitos positivos cognitivos, uma vez 
que a infusão da Aβ 30pmol não induziu o déficit espacial nas análises dos 
parâmetros habituais no labirinto de Barnes. 
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Abstract 
The cause of Alzheimer’s disease (AD) remains uncertain. The accumulation of 
amyloid peptides (A) is the main pathophysiological hallmark of the disease. Spatial 
deficit is an important initial sign of AD, while other types of memory impairments that 
appear in later stages. The Barnes maze allows the detection of subtle alterations in 
spatial search by the analysis of use of different strategies. Previous findings showed a 
general performance deficit in this task following long-term (35 days) infusion of A, 
which corresponds to the moderate or severe impairments of the disease. In the present 
study, we evaluated the effects of a low-dose 15-day long treatment with A peptides 
on spatial and non-spatial strategies of rats tested in the Barnes maze. A peptides 
(0.5L/site/day; 30pmoL solution of A1-40:A1-42 10:1) or saline were bilaterally 
infused into the CA1 (on the first treatment day) and intraventricularly (on the following 
15 days) in six-month-old Wistar male rats. A infusion induced a deficit in the 
performance (increased latency and distance traveled to reach the target compared to 
saline group). In addition, a significant association between treatment and search 
strategy in the retrieval trial was found: A group preferred the non-spatial search 
strategy, while saline group preferred the spatial search. In conclusion, the protocol of 
A infusion used here induced a subtle cognitive deficit that was specific to spatial 
aspects. Indeed, animals under A treatment still showed retrieval, but using non-spatial 
strategies. We suggest that this approach is potentially useful to the study of the initial 
memory deficits in early AD. 
1 Introduction 
Alzheimer disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by atypical 
neural activity, dysfunction and loss of synapses and neurons, accompanied by 
progressive cognitive decline (Braak et al., 1992) West et al., 1994; Eustache et al., 
2004; (Sadek et al., 2004). The main pathophysiological hallmarks of AD are amyloid 
plaques and neurofibrillary tangles in the brain tissue (Serrano-Pozo et al., 2011). The 
exact cause of AD remains unknown, although the accumulation of amyloid peptides 
has been suggested as the cause of cytotoxicity. This accumulation is the basis of the 
amyloid cascade hypothesis for AD and precedes the first manifestations of cognitive 
decline (Braak & Braak, 1991a); (Hardy & Selkoe, 2002); Desikan et al., 2012; Sperling 
et al., 2011; 2014).  
Recent studies have investigated human spatial learning and memory in virtual reality 
environments (Iaria et al., 2009; Head and Isom, 2010; Plancher et al., 2010). This 
approach has been useful to show age-related cognitive hippocampal dysfunctions, 
similarly to studies in rodent models (McNaughton et al., 1989; Poucet et al., 1991; 
Pouzet et al., 2002; McDonald and White, 1993). The results highlight the importance 
of protocols for early detection of such impairment (Foster et al., 2012). Further, spatial 
deficits detected in navigation tasks have been proposed as an important initial sign of 
AD, and this feature distinguishes this condition from other types of age-related 
cognitive impairments (Lithfous et al., 2013). In addition, deficits in other types of 
memory usually arise in later stages of the disease progression (Tarawneh and 
Holtzman, 2012; Sá et al., 2012; (Li et al., 2016). 
  
145 
 
Spatial tasks have been employed to investigate cognitive decline in rodents, and some 
of the tasks allow the detection of subtle changes in spatial behavior. This feature is 
relevant to the evaluation of mild hippocampal impairment, such as the initial 
degenerative process in animal models of AD. The Barnes maze is as spatial task in 
which the animals are trained to reach a hidden shelter guided by visual cues (Barnes, 
1979; Barnes et al., 1989; Barnes et al., 1990; Barnes et al., 1980); O’Leary and Brown, 
2012; Harrison et al., 2006). In this task, memory is evaluated by latency and distance to 
reach the target, time in target quadrant and number of errors (Sunyer et al., 2007; 
Rojanathammanee et al., 2013; Attar et al., 2013). In addition, subtle alterations in 
spatial search can be detected by the analysis of different search strategies to solve the 
task (Harrison et al., 2006). This behavioral task has been used to investigate spatial 
memory impairment in models of neurodegenerative conditions, including AD (Pompl 
et al., 1999; Reiserer et al., 2007; O’Leary and Brown, 2009).  
Brain infusion of A peptides is a well recognized rodent model of AD (Kowall et al., 
1991; Nitta et al., 1994; Frautschy et al., 1996; Yamada and Nabeshima, 2000; Kang et 
al., 2015). However, most of the A infusion studies focus the intermediate or late 
stages of the disease (Palop et al., 2003; Dickey et al., 2003; 2004; Blanchard et al., 
2008; Blanchard et al., 2009), an approach that would diminish the contribution to the 
efficiency of potential neuroprotective treatments. In general, the protocols are 
conducted with large concentrations or long treatment durations (Han et al., 2011; Tran 
et al., 2011; Cioanca et al., 2013). To our knowledge, only one study investigated the 
effects of Atreatment in mice tested in the Barnes maze. This work showed a general 
performance deficit following long-term (35 days) infusion, without evaluation of 
different strategies (Morzelle et al., 2016). Here, we used a protocol of A infusions that 
induces subtle memory deficits, which would be similar to initial stages in humans. The 
effects of this treatment were investigated in Barnes maze general performance and use 
of spatial or non-spatial search strategies. We hypothesize that the protocol of A 
infusion used here will induce subtle deficits in the maze performance, specifically in 
the use of spatial strategies. 
2 Material and Methods  
2.1 Animals 
Seventeen six-month-old male Wistar rats (350-500g) were kept in four or five animals 
per cage (30x37x16cm) under controlled conditions of temperature (25 ± 1ºC) and 
luminosity (12/12h light/dark cycle, with lights turned on 7:00 a.m. and turned off 7:00 
p.m.). Food and water were provided ad libitum. All rats were handled during three 
days, at least five minutes per day, previously to the beginning of the experiments. All 
procedures were in accordance to the Brazilian Law for the use of animals in scientific 
research (law 11.794) and approved by the local ethics committee (CEUA/UFRN, 
protocol no. 50/2014). All efforts were made to minimize pain, suffering or animal 
discomfort. Before the procedures, animals were allocated in the experimental room for 
habituation. The behavioral experiments were conducted in the mornings, beginning at 
8 a.m. 
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2.2 Stereotaxic surgery 
After anesthesia with ketamine (100mg/kg) and xylazin (50mg/kg), the animals were 
submitted to stereotaxic surgery and cannulas were implanted bilaterally into dorsal 
hippocampus subregion CA1 (AP: - 4.2 mm; LL: ± 3.0 mm and DV: - 2.5 mm) and one 
in the lateral ventricle (i.c.v.; AP: - 1.0 mm; LL: ± 1.8 mm and DV: - 3.3 mm). Right or 
left hemispheric location was randomized among rats. The coordinates were chosen 
according to a rat brain atlas (Paxinos and Watson, 2007) and adjusted considering age. 
The microinjections were performed with an infusion pump and a 10µL microsyringe 
(Hamilton Company) connected to a 26-gauge steel needle into the brain sites.  
2.3 Beta-amyloid (A) infusion  
Animals received infusions (0.5L at the rate of 1L/min) of Aor vehicle i.c.v. and 
CA1 (bilateral) on the first day, followed by 14 daily i.c.v. infusions. Animals in the A 
group (n=9) received a 1:10 solution of 1-42 and 1-40 A peptides (Suzuki et al., 1994; 
Iwatsubo et al., 1994; Gravina et al., 1995), equivalent to 30 pmoL per day, diluted in 
0.9% saline. Before the beginning of infusions, each A peptide solution was separetaly 
heated at 37ºC for three days (Pike et al., 1991). Afterwards, 1-42 and 1-40 A peptides 
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) were put together and left at 37ºC for 24h. 
Control animals receive the same volume of saline (n=5). Two saline and one A 
animals were excluded from the analyses because they did not reach the target in the 
probe session. 
2.4 Barnes maze 
The Barnes maze is a spatial learning apparatus in which the animals search for an 
escape box (Barnes, 1979). The maze is a dark circular platform (120cm diameter), 
elevated 90 cm from the floor, containing 20 holes (10cm in diameter) disposed 
circularly at the edge of the platform. One of the holes (target hole) is connected to an 
escape box (10x10x15cm). There were visual cues on the walls, located 50cm distant 
from the apparatus. During the behavioral sessions, the lights were turned on (420 lux) 
to increase escape motivation. All experimental sessions were recorded by a video 
camera placed above the apparatus and analyzed with a video-tracking software (ANY-
maze, Stoelting, USA).  
In the habituation session, the animals were allowed to freely explore the apparatus 
during 150s or until the entrance in escape box. Afterwards, the animals were submitted 
to a set of four daily training sessions, each one with two trials. The inter-trials interval 
was the duration of cleaning the apparatus (with a 5% alcohol solution). The first 
training session was performed immediately after the habituation. All trials lasted 300s 
or until the animals reached the escape box. However, if the rats did not reach the target 
hole, the experimenter gently guided the animal towards it at the end of the trial. After 
reaching the escape box, animals remained inside for 60s. The escape box is always 
located in the same place during the training set, but not during the previous habituation 
session.  Retrieval of spatial learning was evaluated in the probe session, which was 
conducted 3 days after the last training day. The procedure was similar to the training 
trials, but the escape box was removed. At the beginning of each session, the animals 
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were placed in an opaque container at the center of the maze. The container was then 
pulled up, and the animal was released to explore the maze. Between animals, the maze 
was cleaned and rotated to avoid odor cues (Figure 1).  
The parameters analyzed were the percentage of time in the quadrants of the maze, the 
latency to reach the target hole, the distance traveled until reaching the target hole and 
the number of errors. We also analyzed search strategies (the kind of search performed 
to reach target), and analysis was conducted on the basis of previous studies (Bach et 
al., 1995; Harrison et al., 2006), with minor modifications. The search strategies were 
categorized into three types: spatial (or direct), serial or random (the two latter were 
considered non-spatial strategies). One search was computed each time the animal 
visited the target hole in the probe trial. The direct (spatial) strategy was computed 
when the animal moved directly to the target hole or to an adjacent hole before visiting 
the target hole. The serial strategy was computed when there were visits to at least three 
sequential holes in clockwise or counter-clockwise direction previously to the visit to 
the target hole. The random strategy was computed when at least three visits before the 
target hole happened in an unsystematic manner, i.e. the animal visited non-adjacent 
holes before visiting the target. The type of strategy was analyzed by the following 
approaches: (1) initial and last search (the strategy used to reach the target for the first 
and the last time in the probe trial); (2) total preference in the probe trial (the percent of 
use of each strategy across the whole probe trial (the number of times the animal used a 
certain strategy / total number of searches) and (3) the mean percentage of preferred 
strategy in each group. 
2.5 Data analyses 
We used Shapiro-Wilk test to check data distribution. We applied one-way ANOVA, 
one- or two-sample t-tests according to the parameter analyzed. For analyses across 
sessions, we performed repeated-measures ANOVA. Bonferroni post-hoc test was 
applied when necessary. Fisher's exact test (x²) was used for the analysis of the 
association between treatment (A/saline) and preferred strategy, as well as the 
magnitude of this association in 95% confidence interval (odds ratio, OR, 95% CI). 
Data are shown as mean ± S.E.M. We determined the level of significance at p < 0.05.  
3.  Results 
The latency to reach the escape hole diminished over training sessions in both groups, 
indicating similar learning curves (F1.7, 21.2 = 16.688, p< 0.001, Bonferroni posthoc; 
Figure 2A). Indeed, we did not find differences between groups (F1, 12 = 1.592, p= 
0.231) or factors interaction (F1.7, 21.2 = 2.103, p= 0.151). However, in the probe trial, A 
group displayed longer latency to reach the target hole for the first time (t12= -2.679, p= 
0.02; Figure 2B).  
We observed the same pattern of results for the distance traveled until the escape hole 
across the training sessions (session effect [F3, 36 = 9.638, p< 0.001], without group 
effect [F1,12= 1.005, p=0.336] or interaction [F3,36 = 0.509, p=0.678], Bonferroni 
posthoc; Figure 2C). On the probe trial, we found that A groups showed longer 
distance traveled until the target than saline (t12 = -2.636, p=0.022; Figure 2D). 
  
148 
 
The number of errors reduced across the training sessions for both groups (F3, 36 = 
5.419, p=0.004, Bonferroni posthoc; Figure 3A). In addition, we did not find differences 
between groups (F1, 12 = 0.573, p=0.464) or factors interaction (F3, 36 = 0.218, p=0.883). 
Likewise, on the probe trial, there was no difference between the groups (t12 = -0.985, p 
= 0.344; Figure 3B). 
Additionally, both groups showed increased time in the target quadrant across trainings 
(F3,36 = 14.954, p<0.001, Bonferroni posthoc; Figure 4A), without treatment effect (F1,12 
= 0.416, p=0.531) or factors interaction (F3,36 = 0.946, p=0.429). On the probe trial, 
there was no difference between groups (t12 = 0.736, p=0.476; Figure 4B). 
We found a significant effect of treatment on the search strategy in the probe trial. 
Saline group preferred the spatial strategy as initial choice compared to A group 
(Fisher's exact test, x² (1) = 95.998, p < 0.001; Figure 5A). The probability that saline 
group had used the spatial strategy was 32 times higher than A group (OR 32.36, 95% 
CI: 14.61 – 71.69). 
Considering the search strategies in the whole probe session, the A group used less 
spatial search strategy compared to saline (Fisher's exact test, x² (1)=20.276, p<0.001; 
OR 5.091, 95% IC 2.456 – 10.553, Figure 5B). In addition, the analysis of groups by 
strategy in the whole probe session (including animals that preferred random or serial 
strategies and had no preference into the non-spatial category), A group sustains the 
preferential use of non-spatial search strategies compared to saline animals (Fisher's 
exact test, x² (1) =7.574, p=0.009; OR 2.364, 95% IC 1.272 – 4.392; Figure 5C).  
We also analyzed the last choice, i.e., the strategy used to reach the target for the last 
time in the probe session. We found that the A group persevered on non-spatial 
strategies, while saline-treated animals changed preference towards the end of the probe 
session. Indeed, within subjects analyses (first versus last choices) confirmed the change 
of preference in saline group (x² (1) =72.000, p<0.001; OR, 16.000, 95% CI: 8.002 – 
31.994), and the persistence of preference for non-spatial strategies in the A group (x² 
(1) =4.391, p=0.056; OR, 0.438, 95% CI: 0.200 – 0.961). In addition, the use of 
strategies as last choice did not differ between groups (x² (1) =3.196, p = 0.082; OR 
2.045, % CI: 0.924-4.529). In table 1, we show the percent of animals that show spatial 
and non-spatial preferences for the first three and the last choice in the probe session. 
We show four choices because it was the minimum number of strategies used by a 
subject in the probe session.  
 
The comparison of means of percentage of strategies in the groups in the whole probe 
session showed that saline group used possible search strategies similarly (spatial, t4 = -
0.636, p=0.559; non-spatial, t4 = 0.685, p=0.531), while the A group preferred non-
spatial search strategies (spatial, t8= -3.020, p=0.017; non-spatial, t8 = 3.121, p=0.014; 
Figure 5D).  
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4.  Discussion 
We observed that both groups showed reduced distance and latency to reach target and 
number of errors, and increased percent time in the target quadrant across the trainings, 
indicating that all the animals learned the task (Barnes, 1979; Pompl et al., 1999). 
Moreover, we found that animals that received A peptides showed impairments when 
the latency and distance to reach the target were analyzed in the probe trial. However, 
no differences were found to the other performance parameters (number of errors and 
percent time in the target quadrant) in the probe session, suggesting that A animals 
showed some extent of retrieval.  In addition, we found that A-infused animals 
preferentially used non-spatial search strategies, corroborating an impairment in spatial 
retrieval, despite the performance was not completely impaired. Finally, there were no 
differences in the distance travelled in the maze between saline and A groups, 
indicating that A peptides infusion did not modify motor activity (data not shown). 
Our data are in line with previous studies that suggest that the amyloid aggregation 
impairs hippocampal connectivity, which is necessary for spatial navigation and for 
strategy choice (Pouzet et al., 2002; Savonenko et al., 2005; O’Leary and Brown, 2009). 
In the present study, when the search strategies to reach target were analyzed, saline 
group preferred the spatial strategy to the non-spatial strategy, while A animals had the 
opposite preference. This outcome suggests that the deficit promoted by beta-amyloid 
was revealed by the kind of search navigation, which has modified the spatial 
performance. Of note, when the analysis of search strategies was performed for mean 
percentage of search strategy within the groups, A animals showed increased 
preference for non-spatial search strategies. However, saline animals did not show 
differences from chance for both strategies. This apparently contradictory outcome 
might be due to a tendency to randomization of safe place search towards the end of the 
session, because the escape box is no longer present (Harrison et al., 2006). Indeed, in 
line with previous findings, saline animals changed preference across the probe session, 
and preferred spatial strategies as first choice as opposed to non-spatial strategies as last 
choice. Conversely, A animals persevered on the non-spatial strategies, showing 
preference for this type of navigation towards the end of the probe session as well (see 
table 1).  
The Barnes maze has been used in studies of spatial learning and memory in transgenic 
models of AD (Pompl et al., 1999; Reiserer et al., 2007; O’Leary and Brown, 2009). 
Pompl, et al. (1999) suggested that transgenic animals have difficulty to use spatial 
reference memory to reach a specific place (Chapman et al., 1999; Chen et al., 2000; 
Janus, 2004). This outcome resembles the memory deficit found in AD patients (Kaskie 
and Storandt, 1995) due to hippocampal function impairment (McNaughton et al., 1989; 
Poucet et al., 1991; McDonald and White, 1993). Rodriguez et al. (2013) demonstrated 
that APOE4 (an AD risk allele) mice showed delayed learning and impaired retrieval in 
the Barnes task. These animals also showed reduction in length and density of dendritic 
spines in the medial entorhinal cortex, and these alterations were related to early-
impaired spatial cognition. Prut et al. (2007) showed that the AD transgenic mice 
APP23 had increased latency to reach the target and number of errors throughout the 
trainings in the Barnes maze, along with plaque deposition in the hippocampus and 
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neocortex. Moreover, these animals had delays to switch from non-spatial to spatial 
strategies in the course of training. In the present study, we did not observe alterations 
during the training sessions of the Barnes maze, probably due to the mild nature of the 
cognitive deficit induced by our protocol. Indeed, we only observed spatial retrieval 
impairment in the probe trial. 
In line with the deficit in the retrieval of spatial information, Janus (2004) found that 
AD transgenic mice (TgCRND8) did not use spatial strategies in the Morris water maze; 
they learned to reach the goal using a non-spatial strategy. Hamm et al. (2017) have also 
studied the transgenic TgCRND8 model, and showed an impaired association between 
object and place in a hippocampal dependent-task. In general, these previous studies 
suggest that the impairment in learning and retrieval of memory in AD models are due 
to deficits in the use of spatial strategies promoted by A peptides increase and/or 
accumulation. In line with these findings, the results reported here show subtle 
alterations in spatial performance and the preferential use of non-spatial strategies after 
A peptides infusion, suggesting a similarity with the early stages of AD. 
Human versions of rodent spatial mazes in virtual environments have been used for 
detection of spatial memory deficits induced by hippocampal damage (Skelton et al., 
2000; Moffat et al., 2001; Astur et al., 2002; Bohbot et al., 2004; Bartsch et al., 2010; 
Goodrich-Hunsaker et al., 2010; Kumaran et al., 2007). These investigations of spatial 
navigation in humans could allow early detection of dementia, which is relevant for 
early therapeutic intervention.  
Nevertheless, similar to rodent tasks, the continuous exposition to such tasks diminishes 
the possibility of impairment detection (Jansen et al., 2010). On the other hand, the 
delayed retrieval assessment allows the detection of the episodic memory deficit 
(Albert, 1997; Foster, 1999). In this respect, contrary to the results described in the 
present study, Hamm et al. (2017) did not verify an impairment in the Barnes maze 
performance. This discrepancy is probably due to the reduced number of training trials 
and increased retrieval delay in our study. Thus, these protocol modifications allowed 
the detection of a spatial deficit similarly to the delayed retrieval protocol used in 
humans for the study of early impairments in AD. 
The detailed etiology of Alzheimer remains unknown, although a great amount of 
evidence points to A peptides as contributing factors to the neuronal dysfunctions and 
cognitive deficits of the disease (Braak & Braak, 1991a); Palop et al., 2003; Dickey et 
al., 2003; 2004; Eustache et al., 2004; Sadek et al., 2004). The protocol of A infusion 
used here induced a subtle cognitive deficit that was specific to spatial aspects, possibly 
compatible with prodromic characteristics of AD. Animals under A treatment showed 
some extent of retrieval, but using non-spatial strategies. Further, these animals 
persevered on non-spatial choices until the end of the probe session. The results indicate 
that a task that can be solved by both spatial and non-spatial strategies is sensitive to 
detect deficits that could go unnoticed otherwise. The detection of subtle changes on 
cognition in an animal model can be useful to investigations of mechanisms as well as 
tests of potential neuroprotective approaches. We suggest that this approach is 
potentially useful to the study of the initial memory deficits in early AD. 
  
151 
 
5. Table 
 
Table 1 - Percentage of strategies used at the first three and the last choices in the probe trial.  
Group Type of strategy 
Choice in the probe session 
1st 2nd 3rd Last 
Saline Spatial 80,00 60,00 40,00 20,00# 
 Non-spatial 20,00 40,00 60,00 80,00# 
A Spatial 11,11* 44,44 22,22 22,22 
 Non-spatial 88,89* 55,56 77,78 77,78 
Fisher's exact test, x², p< 0.05: *compared to saline; # compared to first choice  
 
 
6. Figure legends 
FIGURE 1 Experimental design. Rats were infused with saline or A solution for 15 days (D0 
to D14); at D0, CA1 and I.C.V. infusion; from D1 to D11, only I.C.V. infusion. After the 11th 
infusion, the rats were submitted to the habituation phase (Hab), followed by acquisition phase 
(two series of four two-trial daily trainings, Tr1 to Tr4, D11 to D14). On the 3th day after the last 
training day, they were tested for task retrieval (90s probe trial, D17). The perfusion for 
immunohistochemistry was conducted 1h after the probe trial. 
FIGURE 2 Latency and distance until escape in training (TR) sessions and until target hole in 
probe trial. A, C, effect of session for both groups (repeated measures two-way ANOVA, 
Bonferroni posthoc); *p< 0.05 compared to TR1. B, D, unpaired t-test; *p< 0.05 compared to 
SALINE. Mean + SEM. 
FIGURE 3 Number of errors in training sessions (TR, A) and probe trial (B). A, effect of 
session for both groups (repeated measures two-way ANOVA, Bonferroni posthoc); *p< 0.05 
compared to TR1. B, unpaired t-test; p>0.05. Mean + SEM. 
FIGURE 4 Percent time in target quadrant in training sessions (TR, A) and probe trial (B). A, 
effect of session for both groups (repeated measures two-way ANOVA, Bonferroni posthoc); 
*p< 0.05 compared to TR1. B, unpaired t-test; p>0.05. Mean + SEM. 
FIGURE 5 Percentage of strategy use at initial choice (A) and in the total (B, C) probe trial. A, 
B, Saline had increased initial (A) and total (B) spatial strategy choice compared to A group. 
C, the preferential use of spatial strategy by saline is sustained when spatial, non-spatial and 
without preference are grouped into non-spatial strategy. A, B, C, Data are percentage of 
strategy compared between the groups. Fisher's exact test, x², p< 0.05. D, percentage time in 
spatial and non-spatial strategy (mean + SEM) differed from chance for A, but not for saline 
group (one-sample t-test). * p < 0.05 compared to chance (dashed line).  
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